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La presente invention concerne de nouveaux peptides qui sont utiles 
comme antagonistes au "facteur de liberation de 1 ! hormone luteinisante" (LRF) 
et des procedes pour leur production. 

Plus particulierement , l f invention concerne de nouveaux octapepti- 
5 des qui sont representee par la formule 

R 1 -Trp-Ser-Tyr-R^Leu-Arg-Pro-R^ 

et leuxs sels, ou R 1 est Z-Gln, Z-Gln (bzl), Bhoc-Gln, Boc-Eis (bzl) , Z-His 
("bzl), Boc-Ser (bzl), Bo c -Pro, Z-Leu, Bo c -Leu, Z-Tyr (bzl), Z-Ile, Boc-Cys 
(bzl), Z-Phe ou Z-Ser (bzl) , R 2 est B-Phe, B-Ala, B-Leu, B-Trp, B-Tyr, B-Tyx 

10 (Me), B-Ser, I) -Met, B-Arg, B-Val, B-His, B-Gln, B-Phs, B-Thr, B-Pro ou B-Asn 
et R^ est NH 2 , NH (alcoyl inf erieur) , N (alcoyl inferieur) 2 , NH-benzyle, 
JTHCH^CH^N' (alcoyl inf erieur) 2 ou *JHCH 2 CE 2 S0 2 NH-benzyle ; et certains produits 
intermediaires peptides et leurs sels utilises dans la preparation de ces 
composes. Bans la fornrule 1, on utilise les symboles classiques pour les re- 

15 sidus amino -acides des peptides et les groupes protecteurs lies a eux et cha- 
cun doit Stre cons id ere comme ayant la signification suivante : Trp, _L-trypto- 
phyle; Ser, L-seryle; Tyr, L-tyxosyle; Leu, L-leucyle; Arg, L-arginyle; Pro, 
I^-propyle; Z-Gln, N^ben^loxycaxbonyl-L-glutaniinyle; Z-Gln (bzl), N°^-benzyl- 
N^-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyle; Bhoc-Gln, iT^be nzhy dry loxy car bony 1-L- 

20 glutaminyle; Boc-Eis (bzl), N^butoiycarbonyl-ir^-benzyl-L-histidyle; Z-His 
(bzl), N^benzylo^carbonyl-N^-benzyl-L-histidyle; Boc-Ser (bzl), 0-benzyl- 
if^-t^butoxycarbonyl-B-s^ryle; Bo c -Pro, N^j^-butoxycarbonyl-L-propyle; Z-Leu, 
U^benzyloxycarbonyl-L-leucyle; Bo c -Leu, N^jfc-butoxycarbonyl-L-leucyle ; Z-Tyr 
(bzl) , O-benzyl-N^benzyloxycarbonyl-L-tyxosyle; Z-Ile, iK-benzyloxycarbonyl- 

25 L-isoleucyle; Boc-Cys (bzl), S-benzyl-K^jb-butoxycarbonyl-L-cysteinyle; Z-Phe, 
N^-benzyloxycarbonyl-I^-phenylalanyle; Z-Ser (bzl), 0-benzyl-N<-benzyloxycarbo- 
nyl-L-Seryle; B-Phe, B-phenylalanyle ; B-Ala, B-alanyle; B-alanyle ; B-Leu, B- 
leucyle; B-Trp, B-tryptophyle ; B-Tyr, B-tyrosyle; B-Tyx (Ms); O-methyl-B- 
tyxosyle; B-Ser, B-seryle; B-Met, B-methionyle; B-Axg, B-arginyle, B-Val, 

30 B-valvyle; B-His, B-histidyle; B-Gln, B-glutaminyle ; B-Phs, B-phenylseryl 

(erythro ou threo) ; B-Thr, B-threonyle ; B-pro, B-prolyle; et B-Asn; B-aspa- 
raginyle. Be plus, 1' expression "alcoyle inf erieur" doit etre comprise comme 
designant une portion d'hydrocarbure sature a chaine droite, ramifiee ou 
cyclique ayant jusqu'a six atomes de caxbone, telle que methyle, ethyle, iso- 

35 propyle et cyclopropyle. Les symboles utilises dans la formule I seront uti- 
lises aussi dans les formule s qui suivent pour d ! autre s composes et chacun de ces 
symboles devra §tre compris comme ayant la signification indiquee ci-dessus. 



Selon la presente invention, des composes de la formule I et 
leurs sels d'addition decide sont produits en faisant reagir un azide, 
represents par la formule 

II 

avec un compose de la formule 

Y-Pro-R 5 

III 

dans un milieu de solvant non-react if , de preference du dime thy If ormamide 
ou un melange dimethylf ormamide -tetrahydrofuranne , ou X est R^Trp-Ser-Tyr, 
R -Trp-Ser-Tyx-R 2 ou R^Trp-Ser-Tyx-R^u, Y est Arg, I^u-Arg et R 2 et R $ 
sont tels que definis precedemment . Les composes des formules II et III 
sont choisis pour reaction de manlere que le produit resultant soit un 
octapeptide de formule I. 

L 1 azide de la formule II est prepare et utilise in situ tandis 
que le compose de formule III est utilise avec le groupe Arg sous la foime 
d'un sel d'addition d'acide d'un acide fort, comme le chlorhydxate ou le 
trifluoroacetate. Les deux constituants, II et III, sont generalement mis 
a reagir en quantites approximativement equimolaires k des temperatures com- 
prises entre -30°C environ et 30°C environ pendant seise a cinquante heures, 
mais des temperatures comprises entre 30°C et 50°C peuvent §tre utilisees 
avec une periode de reaction raccourcie. 

Les composes de formule I sont de preference isoles sous la ..forme 
d'un sel d'addition d'acide, mais peuvent §tre, si on le desire, isol<Ss sous 
la forme d'une base libre. 

Les composes peptide-azide que I 1 on utilise comme corps en reac- 
tion dans le procede precedent sont normalement prepares in situ en faisant 
reagir un peptide -hydrazide represents par la formule 

X-NHNH 2 

IV 

ou X est tel que decrit precedemment , avec un nitrite d'alcoyle inferieur, 
de preference du nitrite d'isoamyle, en presence d'un acide dans un milieu 
de solvant inerte comme du dimethylf ormamide et 1' azide resultant est mis a. 
reagir ensuite comme decrit ci-dessus sans isolement. L'acide prefere pour 
utilisation dans la preparation de 1' azide est une solution d'acide chlorhy- 
drique dans du dimethylf ormamide ou du tetrahydrofuranne ; on utilise entre 
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3 et 6 equivalents d'acide pour chaque equivalent de l T hydrazide de formule 
IV. La preparation de I'azide est effectuee a une temperature comprise en- 
tre -60° et 10°C. Apres la formation in situ de I'azide de formule II et a- 
vant la reaction ulterieure du peptide-azide avec le compose de formule III 
5 pour former le produit octapeptide I, une amine tertiaire comme la triethyl- 
amine est ajoutee au melange de reaction pour neutraliser I'acide utilise. 
Ces azides font aussi partie de 1' invention, 

Les peptide-hydrazides de formule IV ci-dessus sont prepares par 
divers procedes. Certains de ces composes peuvent exister sous la forme de 
10 sels d'addition d'acide, comme les sels chlorhydrate , sulfate, acetate, ci- 
trate, trif luoroacetate , etc, et ces sels sont inclus dans l 1 invention. L'hy 
drazide de la formule IV, ou X est tel que decrit precedemment, est prepare 
en faisant reagir un ester de la formule 

X-OR, V 

4 

15 ou. X est tel que defini precedemment et R^ est un groupe alcoyle inferieur, 
de preference methyle, avec un exces d ! hydrazine (1:1,1 a 100) de preference 
sous la forme de son hydrate, dans un solvant organique, comme du dimethylfor- 
mamide, du methanol, de Methanol, etc. La reaction est generalement condui- 
te a la temperature ambiante, mais des temperatures comprises entre 5°C et 

20 100°C peuvent §tre utilises pendant des periodes comprises entre 30 minutes 
environ et 200 heures environ, de preference pendant 72 heures environ. 

Les esters de formule V sont prepares en faisant reagir un compose 
de la formule 



25 



X X -0R, 
4 

VI 

,1 



dans laquelle R^ est tel que defini precedemment et X est Trp-Ser-Tyr, 
R 2 -Leu, Trp-Ser-Tyr -R 2 , Trp-Ser-Tyr-R 2 -Leu ou Leu ou R 2 est tel que defini 
precedemment ou un sel d f un compose VI du moment qu f un centre basique est 
present dans R 2> avec un compose ayant la formule 

30 X 1X -0R 

VII 

ou X 11 est R , R 1 -Trp-Ser-Tyr ou R 1 -Trp-Ser-Tyr-R 2 dans un solvant organique 
comme du dimethylformamide. Cette reaction de couplage peut Stre effectuee 
d'un certain nombre de manieres. Initialement elle peut £tre conduite a une 
35 temperature de -10°C environ pendant deux heures, suivies d'environ 24 heu- 
res a la temperature ambiante, en utilisant le compose VII sous la forme de 
son ester de pentachlorophenyle et de la triethylamine . Tine deuxieme techni 
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aue utilise aussi du dime thy Iformamide comme solvant et une temperature de 
-10°C a 0°C pendant les trois premieres heures, avec ensuite deux jours a 
la temperature ambiante, en xaisant appel a du 1-hydroxybenztriazole et a du 
dicyclohexylcarbodiimide pour favoriser la reaction. Une troisieme technique 
5 ' comporte la transformation du compose de formule VII en son ester de methyle 
par des reactions normales d 'esterif ication, ou l'ester peut §tre obtenu di- 
rectement par synthese comme decrit dans un exemple ci-apres. 

L'ester de methyle est ensuite transforme en I'hydxazide correspon- 
dent conformement au mode operatoire indique pour preparer les hydrazides de 
10 la formule IV et cette matiere est transformed en l'azide correspondent en u- 
tilisant le mode operatoire decrit pour la preparation de composee de la 
formule II et couple avec un compose de la formule VI conformement aux tech- 
niques de couplage des azides decrites precedemment. 

En utilisant les techniques generales ci-dessus dans l'ordre appro- 
15 prie, on peut edifier l'un quelconque des esters desires de la formule V. 

Les esters de la formule VI qui ne sont pas deja rapportes dans la 
documentation technique publiee sont prepares par le meme precede qu' indique* 
pour la preparation des composes de la formule V, selon lequel un compose de 
la formule 

vIII A- 

20 ^ 

est combine avec un compose de la formule 

IV 
X -° R 4 

ou X 111 est Trp, R 2 ou Trp-Ser-Tyr, le groupe amino terminal est protege par 
un groupe benzyloxycarbonyle , benzhydryloxycarbonyle ou t-butoxycarbonyle, 

25 X 17 est R 2 , Leu, Rg-Leu, Ser-Tyr ou Ser-TyT-R 2 -Leu et R 4 est tel que defini 

precedemment, apres quoi on elimine le groupe benzyloxycarbonyle ou benzhydry- 
loxycarbonyle en dissolvant le produit dans du methanol et on effectue ensuite 
un traitement avec un catalyseur palladium-sur-charbon en presence d'hydrogene 
moleculaire pendant une periode d' environ deux heures et demie a la temperature 

50 ambiante ou on elimine le groupe t-butoxycarbonyle par decomposition acide 
douce en utilisant un acude aqueux dilue, comme de 1 ! acide chlorhydrique ou 
de 1* acide trif luoroacetique . 

Tous les composes de formule X i:CI -0H sont des composes connus dans 
une forme non-protegee a I 1 except ion de Trp-Ser-Tyr-OH. Bien que la plupart 

35 des composes proteges soient connus aussi, ceux qui n f a*p.' raissent pas dans la 
documentation technique publiee sont prepares en faisant reagir du chlorure 
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de carbobenzoxy ou du chlorure de benzhydryloxycarbonyle avec 1 f amino-acide 
approprie en presence d'une base conf onnement aux procedes generaux utilises 
dans la c himi e des peptides pour introduire des groupes protecteurs ou en 
faisant reagir du t-butoxycarbortylazide avec 1 'amino-acide approprie confcr- 

5 mement au procede decrit dans le texte : Solid Phase Peptide Synthesis, J. M. 

Stewart et J, D. Young, V. H. Freeman and Company, San Francisco (1969) , p. 28. 
Le tripeptide protege est de preference obtenu par les techniques de couplage 
decrites plus haut en utilisant du tryptophane protege avec Ser-Tyr-OR^, ou 
R^ est tel que defini precedemment. Le Ser-Tyx-GR^ est obtenu en eliminant 

10 le groupe protecteur du derive carbobenzoxy de Ser-Tyr-QR^ en utilisant les 

techniques normales decrites plus haut. 

IV TV 

Le compose de la formule X -OR. ou X est Leu est rapporte dans 

Ty 

la documentation technique publiee et le urocede pour preparer X" -OR. ou 

IV TV ^ 

X est Ser-Tyx est indique immediatement ci-dessus. Quand X est Ser-'Tyr- 

XV 

15 Rg-Leu, le compose X -OH est prepare en couplant Ser-Tyx-OH protege avec 

R2~Leu-0R^, ou R^ et R^ sont tels que defini s precedemment, en utilisant 
le procede decrit plus haut employant un produit intermediaire azide ou en 
couplant les deux fragments a l'aide de dicyclohexylcarbodii mi de dans un 
solvant non-polaire a la temperature ambiante jusqu'a ce que la precipita- 

20 tion de dicyclohexyl uree soit complete, avec ensuite elimination du groupe 

protecteur en utilisant les techniques decrites precedemment a cet effet. 

On prepare les composes de la formule R^-Leu-OR^ en couplant le compose connu 

protege R 2 «0H avec Leu-OR^ connu en utilisant les techniques a I 1 azide ou 

au dicyclohexylcarbodiimide decrites ci-dessus et les techniques d'eliroina- 

jy 

25 tion des groupes protecteurs decrites precedemment. Quand X est R^, on 

utilise des techniques normales d f esterif ication. 

Les composes de la formule VII qui ne sont pas deja rapport es dans 

la documentation technique publiee ou decrit s dans une autre partie de la 

presente description sont prepares en utilisant sensiblement le m§me procede 

30 qu 1 indique pour la preparation des composes de la formule V. Un compose de 

V 

la formule X -OH 

est combine avec un compose de la formule 

VI 

4 

V VI 
ou X est R^ -Trp-Ser-Tyr et X est R^ en utilisant le procede decrit pour 

35 la preparation de composes de la formule V. L'hydrolyse des esters resultants 

en utilisant un alcali dilue en quant ites settlement legerement super ieures a 
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la ouantite equimolaire donne 1' acide libre de fonnule VII, ou l ! ester peut 
§tre utilise en employant les procedes a 1' hydra aide et a l'azide comme de- 
crit ailleurs pour preparer directement le compose de fonnule VII. 

Les composes de la formule X II 0H dans lesquels X 11 est R 1 sont 
tous connus, a 1' except ion de Bhoc-Gln qui est prepare a partir de benzhydry- 
loxycarbonyl hydrazide, de nitrite de sodium et de L-glutamine en utilisant 
de l'acide acetique aqueux comme solvant et une temperature de 5°C. Les 
composes de la formule X V OH dans lesquels X V est R^Trp-Ser-Tyr eont pre- 
pares en faisant reagir un compose R 1 -OH connu avec le tripeptide Trp-Ser- 
Tyr-0R 4 conformement au procede decrit pour la preparation de composes de 
la formule V, avec ensuite hydrolyse de 1 'ester, ou l'ester peut §tre utili- 
se en passant par le procede de couplage a l 1 hydrazide et a l'azide comme 
decrit ailleurs pour preparer directement le compose de formule VII. 

Les composes de la formule X VI 0R 4 sont prepares a partir de 
15 L-amino acides connus par des techniques normales d'esterif ication. 

Les composes de formule III et leurs sels d 1 addition d'acide, com- 
me les sels chlorhydrate , sulfate, acetate, citrate, trifluoroacetate, ben- 
zoate, etc, sont prepares par divers procedes. Les nouveaux composes de 
formule III et leurs sels d» addition d' acide, qui font aussi partie de l'in- 
20 vention, sont ceux dans lesquels Y est Y< et Y' est defini comme R 2 -Leu-Arg. 

Les composes de la formule III et leuxs sels d'addition d'acide dans lesquels 
Y, R 2 et Rj sont tels que decrits precedemment sont prepares en eliminant 
le groupe protecteur par reduction ou en eliminant un groupe protecteur par 
decomposition acide a partir d'un compose de la formule 
25 Y ,f -Pro-R 5 

VIII 

de preference sous la forme de son sel d' addition d'acide, ou est tel que 
defini precedemment et Y" est Arg, Leu-Axg ou de preference R 2 -Leu-Arg, 
ou le groupe amino terminal est protege par un groupe qui est facilement 
elimine par reduction, comme un gToupe benzyloxycarbonyle ou benzhydryloxy- 
carbonyle, le composeetant dissous dans un solvant tel qu'un alcool alcoy- 
lique inferieur, de preference du methanol, en utilisant un catalyseur m«§tal 
noble comme du palladium- sur-carbone en presence d'hydrogene moleculaire ou 
par clivage quand le groupe protecteur est facilement € limine par decomposi- 
tion acide comme le grour? ^-butoxycarbonyle en utilisant un acide comme 
l'acide trifluoroacetique, l'acide chlorhydrique , l'acide bromhydrique , etc, 
dans un systeme de solvant approprie comme du dioxane, du dichlorome thane, 
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de l f acide acetique, etc. Les reactions de reduction ou de decomposition 
acide sont conduites entre 10°C environ et 50°C environ, de preference a la 
temperature ambiante, pendant des periodes allant de que i que s minutes a huit 
heures environ, de preference pendant 15 minutes environ pour la reaction de 
5 decomposition acide. Le pH peut §tre regie de maniere a transformer le com- 
pose en sa base libre. 

Les sels des composes de fornrule VIII sont prepares a partir des 
esters de methyle de la formule 

Y"-Pro-OCH 5 .HG1 
10 IX 

ou Y" est tel que decrit precedemment , que l'on fait reagir avec un compose 
choisi panni I'ammoniac, une alcoylamine inferieure ou une di(alcoyl inferieur) 
amine, Les reactions sont conduites a des temperatures comprises entre 5°C 
environ et 60° C environ pendant une periode comprise entre quel que s heures et 
15 dix jours environ. Quand on utilise des amines tres volatiles, la reaction 
est conduite dans un appareil ferme tenant la pression. 

II est avantageux aussi quelquefois quand R^H est moins reactif 
de preparer des composes de formule III a partir de P-Pro-R^ (ilia) ou P 
est un groupe protecteur approprie tel que benzyloxycarbonyle ou t-butyloxy- 

20 carbonyle. Apres 1 1 elimination du groupe protecteur de P-Pro-R^ par les pro- 
cedes decrits ci-dessus, le Pro-R^ resultant peut §tre ensuite combine avec 
Y" -OH par des techniques normales de la chimie des peptides comme avec du 
dicyclohexylcarbodiimide dans du t-butanol. L 1 elimination du groupe protecteur 
du Y"-Pro-R^ resultant donne alors le compose desire de la fornrule III (Y-Pro- 

25 R 3 ). 

La preparation de P-Pro-R^ peut etre effectuee par divers procedes 
comprenant la reaction de R^H avec P-Pro-OH apres que ce dernier compose a 
ete transforme en un produit intermedial re active au moyen de dicyclohexyl- 
carbodiimide, de dicyclohexylcarbodiimide en combinaison avec du pentachloro- 
30 phenol, avec du diphenylphosphoryl azide (Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 22, 
859-65, 1975) ou par le procede a l'anhydxide mixte. 

Les composes de la fornrule IX sont prepares a partir de Pro-OCH^. 
EC1 connu qui est combine avec Arg-OH protege, Leu-Axg-OH protege ou R^-Leu- 
Arg-OH protege conform erne nt au procede indique pour la preparation de composes 
35 de la formule V. Un deuxieme procede pour preparer certains composes de la 

formule IX fait intervener la combinaison de Axg-Pro-OCH^.HCl avec des com- 
poses connus Leu- OH protege ou R^-Leu-OH protege. 
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De plus, des composes de la formule Jf III peuvent 3tre prepares 
en faisant reagir Pro-OR 4 protege avec une amine de la fonnule R,H, ou 
est tel que decrit precedemment, en utilisant les conditions de reaction 
indiquees pour la preparation de composes de la formule VIII. Le produit 
resultant, Pro-R 5 protege, est transforme en compose non protege par les 
procedes indiques pour 1 1 elimination d ! un groupe protecteur d'un compose 
de la formule VIII. Les composes de la formule Pro-R^ sont combines avec 
des composes connus Arg-OH protege ou Leu-Arg-OH protege corif ormement au 
procede indique pour la preparation de composes de la fonnule V. 

Enfin, la fonction amide peut §tre introduite dans un acide litre 
de la formule 

Y"-Pro-OH 

ou Y" est tel que defini precedemment en utilisant le procede general decrit 
pour preparer certains des composes de la formule VIII et le compose resul- 
tant de la formule 

Y" -Pro-Rj 

est transforme en compose non protege comme decrit precedemment dans la 
preparation de composes de la formule III . 

En variante, des composes .de la formule III peuvent Stre prepares 
par des etapes successives de combinaison et d 1 eliminat ion de groupe protec- 
teur d'un compose de la formule Y"-Pro-R^ en utilisant Leu-OH protege, Arg-OH 
protege, Leu-Arg-OH protege, R 2 -0H protege, en nombre et dans I'ordre appro- 
prie, conf ormement au procede indique pour la preparation de composes de la 
formule V. 

Les composes selon la presente invention forment des sels d 1 addi- 
tion d 1 acide avec n'importe lesquels de divers acides inorganiques et orga- 
niques. Des sels d ! addition d' acide pharmaceutiquement acceptables sont for- 
mes avec des acides comme les acides chlorhydrique , bromhydrique , sulfurique, 
phosphorique, acetique, succinique, citrique, maleique, malique, gluconique, 
pamolque et les acides du meme genre. L ' invention comprend les sels d' addi- 
tion d'acide en general, car tout sel toxique peut Stre transforme en la base 
libre ou en un sel pharmaceutiquement acceptable • Les formes base libre et 
sel d'addition d*acide sont convertibles I'une dans l 1 autre par reglage du 
±R ou par utilisation de resines echangeuses d f ions. Elles peuvent differer 
en ce qui concerne les proprietes de solubilite, mais sont par ailleurs e- 
quivalentes pour les buts de l 1 invention. 

De plus, les composes selon 1* invention et leurs sels d'addition 
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d'acide peuvent exister dans des formes anhydres aussi bien que dans des 
formes solvatees, y compris hydratees. En general, les formes hydratees 
et les formes solvatees avec des solvants pharmaceutiquement acceptables 
sont equivalentes a la forme anhydre ou non solvatee pour les buts de 
l f invention. Des hydrates typiques seraient les chlorhydrates ou sulfa- 
tes mentionnes ci-dessus sous la forme de leurs monohydrates. 

On effectue une preselection des octapeptides selon la presente 
invention en ce qui concerne l'activite antagoniste au LRP in vitro en 
utilisant des cultures de cellules pituitaires anterieures de rats comme 
decrit par Yale et autres ^"Endocrinology, 21, 562 (1972)_/. L* inhibi- 
tion de la liberation d'hormone luteinisante (LK) provoquee par le LRF dans 
le milieu de culture est le point final dans ce bio-essai in vitro » Les 
peptides actifs sont ensuite essayes in vivo par les procedes de Humphrey 
et autres /"Endocrinology, 22, 1515 (1972)./. L'activite antagoniste est 
evaluee par 1« inhibition de la liberation de LH provoquee par le LRP chez 
le rat femelle et de I 1 ovulation provoquee par le LHP chez le lapin. 

On donne ci-apres les resultats des essais in vitro ci-dessus 
effectues avec certains composes preferes. 

Tableau d'activite pour essai in vitro dans des cultures de cellules 

pituitaires anterieures de rats 
Compose 

N^-Benzyloxycarbonyl-L-gluta- 
minyl-L-tryptophyl-L-seryl-L- 
tyro syl-B-phenylalanyl-L-leu- 
cyl-L-arginyl-L-propyl-K-ethyla- 
mide • 1,125 HC1, solvate avec 
2 CHjOE. 



Cone, 
molaire. 



Quant it e 
de LH^ 



,q g / 



cm 



5x10 

1x10 
5x10 
1x10 



-8 
-8 
-9 
-9 



11,16 
19,91 
50,85 
38,13 



LRP (Temoin) 46,58 
(5x10" 1 0) 
Solution 



d 1 inhibition 
de la liberation 
de LH 

95 
71 
42 
23 



Chlorhydrate de rf*-Benzyloxy- 

caxbonyl-O-benzyl-L-seryl-L- 

tryptophyl-L-seryl-L-tyrostyl- 

B-phe^lalanyl-L-leucyl-L-ar- 

ginyl-L^proline N-ethylamide 

1,5HC1.2H 2 0 



Saline 
(Temoin) 

-8 

1*10 q 
6x10 * 
3,5x10 y 
2x10"? 

6x10 1 ° 10 

1x10 1U 
LEtp(Temoin) 
3,5x10-1° 
Solution 
Saline 
(Temoin) 



9,10 



9,16 

10,95 
11,16 
14,48 
19,35 
25,41 
29,88 
36,48 
42,38 

8,72 



99 
93 
93 
85 
68 
50 
37 
18 
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Chlorhydrate de N^-Benzyloxy- 2x1 0_ Q '<0,77 94 

Nf-benzyl-L-glutaminyl-L-tryp- 1x10 ii,*s ^ 

tophyl-L-seryl-L-tyrosyl-D-phe- 6x10 „ 15,07 Bl 

nylalan^l-L-l^eyl-L-arginyl-L- 3,5x10 *1,76 

proline N-ithylamide. 1HCI 2x1 0 : | 22,09 60 

2,5H 2° 6x10- 10 in 25,13 51 

2,5x10" 10 35,62 20 
1x10-1° 30,60 35 

LRP (Temoin) 42,38 
3,5x10-1° 
Solution 8,72 
Saline 
(Temoin) 

Le facteur de liberation de l'homone luteinisante (LHP) est connu 
comme etant forme dans 1 'hypothalamus de mammiferes, d'ou il est libere et 
transports par le systeme porte hypothalamo-hypophysaire a l'antehypophyse, ou 
il stimule la secretion d'hormone luteinisante. II est connu que la secretion 
d'hormone luteinisante, a son tour, effectue 1' ovulation chez les animaux 
d'experimentation. Ainsi, le IBP peut etre utilise pour causer 1« ovulation 
chez des animaux. (Pour des informations concernant la structure du LRP, qui 
a ete appele aussi hormone liberant 1« hormone luteinisante, ou LH-HE, et 
son activite biologique, voir Science , Vol. 174, N» 4008, 2 9 Octobre 1971, 
pages 511-512). Ainsi, les octapeptides selon 1« invention sont utiles comme 
contraceptifs pour maltriser 1 'ovulation et pour limiter la fecondite. 

A des fins medicinales, les composes sont administres aux patients 
pour inhiber 1' ovulation et done maitriser la fecondite. Un niveau de dosage 
et une voie d- administration proposes sont de 1 o 10 mg (equivalent de base 
libra) par kilogramme de poids du corps par injection, de preference par 
voie intramusculaire . 

L • invention est illustree par les exemples suivants. 

Bxenrple 1 

H *-ESNZYL0XYCARB0NTI^L-GLUTAMI^ 

L-LE^CYL-L-ABGINYl-L-PROLYL-N-ETHYLAKIDE ~ " 
a ) N^-Benzyloxycarbonyl-B-alanine 

A une solution de 12,5 S de ^-alanine dans 70 cm 3 d'hydroxyde de 
sodium 2H, avec refroidissement a la glace et agitation, on ajoute simulta- 
nement par addition goutte a goutte 24 g de chlorure de benzyloxycarbonyle 
et 35 cm 3 d'hydroxyde de sodium 4N. On maintient le P H entre 10 et 12 en 
utilisant une electrode k P H dans le recipient a reaction. Le melange reae- 
tionnel est agite pendant une heure encore a 4°C et ensuite traite par ex- 
traction avec 100 cm 5 d'oxyde d'ethyle et acidifie au P H 3 avec de l'acide 
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chlorhydrique concentre. Le produit precipite et est separe par^iltration 
et seche dans l'air ; 23,5 g, point de fusion 62-85°C ; L*l7 b + H,8° 
(c 1, acide acetique IN). Une deuxieme recolte peut St re obtenue a partir 
du filtrat par concentration et refroidissement. 

b) Ester de methyle de N^-benzyloxycarbonyl-D-alanyl-L-leucine 

Une solution de 8,92 g de N*-benzyloxycarbonyl-I)-alanine, de 
7,28 g de chlorhydrate d' ester de methyle de leucine et de 5,4 g de 1-hydxo- 
xybenztriazole dans 100 cm 5 de dimethylfonnamide est refroidie a 10°C tandis 
qu'on l 1 agite et est traitee avec 5,6 cm 5 de triethylaznine. Le melange est 
agite pendant dix minutes a -10°C et est trait e avec 6,6 g de dicyclohexyl- 
carbodiimide . II est ensuite agite a -10°C pendant 15 minutes, porte a 0°C 
et agite a 10°C pendant deux heures, apres quoi il est agite toute une nuit 
a 20°C. Le melange est chauffe a 50°C et agite pendant deux heures. 

On Tiltre le melange de reaction, en lavant avec 20 cm^ de dime- 
thylformamide. Le solvant est ensuite elimine sous pression reduite a. 40°C 
pour laisser une huile epaisse. L 'huile est diasoute dans 400 cm 5 d 1 acetate 
d'ethyle et lavee avec quatre portions de 25 cm 5 de solution a 5fo de bicar- 
bonate de sodium; deux fois avec de l 1 acide chlorhydrique dilue (iff) ; deux 
fois avec une solution satur<§e de chlorure de sodium, et la solution est 
sechee sur du sulfate de magnesium anhydre, filtree et evaporee a 40°C sous 
pression reduite a. une matiere solide cristalline. La matiere solide est 
couverte avec 40 cm 5 d* ether de petrole, on ajoute 10 cm 5 d'oxyde d'ethyle 
et la matiere solide est fragmentee et separee par filtration. Le produit 
fond a 67-70°C et a un ZT^J^ de -9,9 (c 2,04, methanol). 

c) Chlorhydxate d 1 ester de methyle de D-alanyl-L-leucine 

Une solution de 7 g d f ester de methyle de N ^-benzyloxycarbonyl- 
D-alanyl-L-leucine dans 100 cm 5 de methanol et 22 cm 5 d f acide chlorhydrique 
0,95N dans du methanol est agitee avec 500 mg de catalyseur a 2Qffo de palla- 
dium sur carbone sous hydrogene a une pression de 2,54 cm d f eau jusqu'a ce 
que la chromatographie sur couche mince d'un echantillon indique une conver- 
sion complete (trois a six heures). On filtre la solution pour eliminer le 
catalyseur et elle est evaporee jusqu'a formation d'une mousse. Par dissolu- 
tion dans du chloroforme, 50 cm 3 , et precipitation par de l'oxyde d'ethyle, 
on obtient une huile qui est recueillie et sechee a 45°C sous une pression de 
1 mm. L'huile est utilisee dans l'etape suivante sans autre purification. 

d ) Ester de methyle de N ^-benzyl oxycarbonyl-I^seryl-L-tyrosyl-^alanyl-I,- 
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leucine 

Une solution de 8,33 g N -benzyloxycarbonyl-L-seryl-L-t^osyl 
hydxazide /7 voir Ho f maun, J. Am. Chem. Soc . , 22> 16 36 (1957) _7 da n s 160 ^ 
de dimethylformamide est refroidie a -20°C et traitee avec 41 cm^ d'acide 
chlorhydrique 2,92 N dans du tetrahydxofuranne . La solution est agitee pen- 
dant dix minutes a -30° C et traitee avec 3,2 cm^ de nitrite d ! isopentyle . 
Le melange est agite entre -30 et -10°C pendant deux heures, refroidi a 
-40°C et trait e avec 19,6 cnr de triethylamine . II est ensuite agite pen- 
dant cinq minutes, on ajoute une solution de 5,56 g de chlorhydrate d 1 ester 
de methyle de D-alanyl-L-leucine dans 30 cm^ de dimethylformamide et le me- 
lange est agite a -10°C pendant une heure, refroidi de nouveau a -40 C C et 
abandonne toute une nuit a 22°C. Le melange de reaction est chauffe a 50°C 
avec agitation pendant trois heures et f litre. Le filtrat est evapore a 
40°C sous pression reduite a une huile qui est reprise dans de l 1 acetate 
d'ethyle, filtree et precipitee avec de l 1 ether et de 1' ether de petrole 
pour donner une gomme. Le traitement de la gomme avec du methanol et une 
petite quantite d 1 isopropanol donne une matiere solide oris tall ine blan- 
che qui est separee par filtration et s£chee dans l'air. Le produit fond 
a 175-180°C. La recristallisation a partir d'un melange d 1 isopropanol, de 

methanol, d ! ether et d 1 ether de petrole donne une matiere fondant a 1 78-181 °C; 

25 1 

-41,4° (c, 1,02, DMP); ultraviolet dans methanol \ max 277 ^ 27, 4» 

e) Chlorhydrate d f ester de methyle de L-seryl-L-tyrosyl-D-alanyl-L- leucine 

Une solution de 3 g d' ester de methyle de N 0 ^ -benzyl-oxycarbonyl- 
L-seryl-L-tyrosyl-r-alanyl-L-leucine dans 100 cm^ de methanol contenant 3,7 
cm^ d'acide chlorhydrique 1 , 35 N dans du methanol est agitee avec 200 mg de 
catalyseur a 20jS de palladium sur carbone sous une pression d ! hydrogene de 
2,54 cm d'eau pendant trois heures. La chromatographie sur couche mince 
d'echantillons de la solution montre la disparition de la matiere de depart 
en deux heures environ. On filtre le melange de reaction pour eliminer le 
catalyseur et le filtrat est evapore a 30-40°C pour donner le produit sous 
la forme d'une mousse. Le produit est utilise sans autre purification, 
f) Ester de methyle de -benzyloxycarbonyl-L-tryptophyl-L-seryl-L- 
tyrosyl-D-alanyl-L-leucine 

Le produit forme en e) est traite avec 1,7 g de N -benzyloxycar- 
bonyl-L- tryptophane, 25 crn^ de dimethylformamide et 680 mg de 1-hydroxybenz- 
triazole . . Le melange est agite de maniere a donner une solution, refroidi 
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a -10°C et traite avec 0,7 cm 5 de triethylamine , agite pendant quinze minutes 
et on ajoute 1,2 g de dicyclohexylcarbodiimide . Le melange est agite entre 
-10 et -5«C pendant une heure et entre -5 et 20°C pendant toute une nuit. 
II est ensuite agite entre 60°C et -30°C pendant une heure et f litre. Le ^ 
filtrat est evapore sous pression reduite et le residu est dissous dans 50 cm 
de methanol et un P eu d'acetate d'ethyle. L'addition d'oxyde d'ethyle donne 
une huile precipitee qui est precipitee de nouveau a partir de methanol avec 
de 1'ozyde d'ethyle et det'ether de petrole. L'huile precipitee est separee 
par decantation et reprise dans de 1'acetate d'ethyle avec un peu d'ethanol. 
Par abandon, une matiere solide se separe et on ajoute de 1'acetate d'ethyle 
supplemental^ pour augmenter la cristallisation. Le produit est separe par 
filtration et seche dans 1' air. De la matiere supplemental^ est obtenue a 
partir des liqueurs-meres de precipitation. La purification est effectuee par 
dissolution partielle dans de 1'ethanol ansolu avec agitation, filtration et 
le filtrat ethanolique est evapore a une mousse et agite avec de l'acetaxe 
d'ethyle. la matiere sclide blanche ainsi obtenue fond a 144-H7°C. Le pro- 
duit est chromatographic sur du gel de silice dans du chloroforme et le pro- 
duit est obtenu a partir des premiers eluats. II est cristallise a partxr 
d'une petite quantite d'acetate d'ethyle pour donner un gel et ensuite a par- 
tir de methanol pour donner un produit d'un point de fusion de 115-120'C ; 
£UJ 25 - 22,3° (c 0,99. methanol). 

g ) Chlorhydrate d'ester de methyle de L-tryptophyl-L-se ryl-L-tyrosyl-D-alanyl- 
L- leucine . 

solution de 1,58 g d'ester de methyle de -benzyloxycarbonyl- 
L-tryptophyl-L-seryl-L-tyrosyl-D-alanyl-L-leucine dans 100 cm de methanol 
Ivec 1,6 ml d'acide chlorhydrique 1,3 " dans du methanol est agitee avec 150 
mg de palladium sur carbone sous une pression d'hydrogene de 2,54 cm d'eau 
pendant deux heures et demie. La chromatographie sur couche mince d'eohan- 
tillons de la solution montre la disparition de la matiere de depart en aeux 
heures environ. Le catalyseur est elimine par filtration et le filtrat est 
evapore a 4 0»C sous pression reduite. Le residu est utilise sans autre pu- 
rification. 

h) Ester de methyle de -benzyloxycarbonyl-L-g^ ^ 
L-tyro syl-D-alanyl-L-leucine 

to dissout xentement le produit de g) , 5 60 mg de V * benzyloxycarbo- 
nyl-L-glutamine et 2 7 0 mg de 1-hydroxybenztriazole dans 20 cm 5 de di*ethylfor- 
mamide a 2 5 'C. La solution est refroidie a -10-0 et on a^oute 0,28 cm de 
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triethylamine. On agite le melange pendant quinze minutes et on le traite 
avec 570 mg de dicyclohexylcarbodiimide . Le melange est ensuite agite entre 
-10 et -5°C pendant une heure et demie , et entre -5 et 20°C pendant toute 
une nuit. II est ensuite agite entre 30 et 45°C pendant deux heures, refroi- 

5 di, filtre (lavage avec un peu de dimethylformamide) et le filtrat est evapo- 
re a 40°C sous pression reduite. Le traitement du residu avec du methanol 
produit un gel qui est fragmente et separe par filtration. Le produit est 
ensuite repris dans 20 cm 5 de dimethylformamide en chauffant, on ajoute 20 cm 
de methanol, la solution est traitee avec du charbon actif et filtree. Le 

10 filtrat est evapore sous pression reduite et le residu est traite avec du me- 
thanol pour produire un gel qui est separe par filtration et lave avec un peu 
de methanol et un peu d* ether anhydre . La matiere solide peut £tre agitee dans 
de 1' ether anhydre. La matiere solide peut itre agitee dans de 1* ether anhy- 
dre, separee par f iltratior^et sechee a 55°C sous pression reduite quand elle fon 

15 fond a 233-235°C ; C^J^ -36° (c. 1 >°3, BMP), 
i) -benzyloxycarbonyl-L-glutainin^^ 
L-leucyl hydrazide 

Une solution de 1,57 S ^ 1 ! ester de methyle de N^-benzyloxycarbonyl- 
^glutaniinyl-L-tryptophyl-L-sei^l-L-t^ dans 20 cm de 

20 dimethylformamide et 20 cm 5 de methanol est traitee avec 1,5 cm 3 d'hydrate 
d'hydrazine et abandonnee a la temperature ambiante pendant 72 heuxes. Une 
matiere solide gelatineuse se separe. On decante le solvant et le residu est 
agite avec 15 cm 5 de methanol et filtre. Le residu est agite avec du methanol 
et de 1 ! ether et filtre. Le produit est seche a 50°C sous pression reduite 

25 pour dormer 1,58 g de produit, point de fusion 235-240°C. 

3) Chlorhydrate d f ester de methyle de -benz yl oxycarbonyl -L-arginyl -L- 

proline 

Un melange de 25 g de H ^ -benzyloxycarbonyl-L-arginine , de 13»5g 
de chlorhydrate d» ester de methyle de L-proline et de 11 g de 1-hydxoxybenz- 

30 triazole dans 200 cm 5 de dimethylfor m a m ide est dissous lentement avec agita- 
tion pendant une heure. Le melange est refroidi a 0°C, traite avec 17 g de 
dicyclohexylcarbodiimide et agite pendant plusieurs heures avec refroidisse- 
ment et ensuite toute une nuit a la temperature ambiante. Le melange est en- 
suite chauffe a 30-50°C avec agitation pendant deux heures et abandonne toute 

35 une nuit a la temperature ambiante. On filtre le melange, en rincant avec un 
peu de dimethylformamide, et le filtrat est evapore a 40°C et sous pression 
reduite jusqu'a formation d'un residu huileux. L'huile est dissoute dans une 
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petite quantite de methanol et ajoutee lentement a 500 cm d'oxyde d'ethyle 
avec agitation energique. Les gouttelettes dispersees se solidifient et 
la matiere solide est fragmented et separee par filtration* Le produit est 
ensuite purifie par dissolution dans du methanol chaud et addition d 1 aceta- 
te d'ethyle jusqu'a apparition d'un trouble et ensuite d'ether jusqu'a opa- 
cite. La solution est ensemencee et brassee par tourbillonnage pour cris- 
tallisation et on la refroidit pour completer la cristallisation. Le produit 
est separe par filtration et fond a 125-130°C. Deux recristallisations a 
partir de methanol-acetate d ! ethyle-ether elevent le point de fusion a 
130-135°C; L^Jq - 66° (c 1,01, methanol); ultraviolet dans methanol 
257 E 1 4,5. La recristallisation a partir de chloroforme donne une 

matiere fondant a 165-167°C; /_ *4 I ^ - 63° (c 1,02, methanol); ultra- 

1 

violet dans methanol Xmax E 1 4,7. 

k) Chlorhydrate de -benzyloxycarbonyl-L-argi nyl-L-propyl-N-ethylainine 

A une solution froide de 9,7 g d f ethylamine dans 50 cm 3 de metha- 
nol, on ajoute 2 g de chlorhydrate d'ester de methyle de N * -benzyloxycar- 
bonyl-L-arginyl-L-proline. Le melange est abandonne dans une bouteille fer- 
mee tenant la pression a la temperature ambiante et ensuite chauffe de temps 
a autre a 40-45°C pendant huit jours. II est ensuite evapore a un petit 
volume sous pression reduite. La solution residuelle est versee goutte a 
goutte dans de I'oxyde d'ethyle agite pour precipiter une matiere soli|e_ 
blanche un peu poisseuse qui est sechee sous pression reduite; Z/K7" D "53° 

(c 1,02, methanol) ; ultraviolet dans methanol 257 s -j 4>2. 

l) Chlorhydrate de L-arginyl-L-propyl-N-ethylamide 

une solution de 8,7 g de chlorhydrate de -benzyloxycarbonyl- 
L-arginyl-L-propyl-N-ethylamide dans 100 cm 5 de methanol est agitee avec 
500 mg de catalyseur a 20?6 de palladium sur carbone sous une pression d'hy- 
drogene de 2,54 cm d'eau pendant trois heures. On elimine le catalyseur 
par filtration et le filtrat est evapore sous pression reduite et a 35-40°C. 
La mousse residuelle est utilisee sans autre purification. 

m) .N ^-benzylo^carbonyl-L-gluta^ 

alanyl-L-leucyl-L-axginyl-L-propyl-N-ethylamide 

Une solution de 2,455 g N^-benzyloxycarbonyl-L-glutajninyl-L- 
tryptophyl-L-seryl-L-tyrosyl-^alanyl-L-leucyl hydrazide dans 40 cm de di- 
methylformamide est refroidie a -20°C et traitee avec 6,15 cm 3 d'acide chlo- 
rhydrique 2,56 If du tetrahydrof uranne . La solution agitee est ensuite 
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refroidie a -25°C en dix minutes et on ajoute 0,45 cm' de nitrite d'iso- 
pentyle. Le melange est agite entre -35 et -20°C pendant quatre heures et 
on ajoute 2,2 cm' de trie thy lamine , puis 1,44 g de chlorhydrate de L-argi- 
nyl-L-propyl-N-ethylamide et 0,42 cm' de tr i ethyl amine . Le melange est 
5 agite entre -30 et 15°C pendant une heure et demie et a 20°C toute une nuit. 

Le melange est ensuite agitee entre 30° et 50°C pendant trois 
heures, refroidi dans de la glace et filtre. Le filtrat est evapore a 50°C 
sous pression reduite et le residu est traite avec 40 cm' de methanol et 
1 cm' d'acide chlorhydrique 2,56 N dans du tetrahydxofuranne . La solution 

10 est evaporee de nouveau sous pression reduite pour dormer une huile qui est 

reprise dans 30 cm' de methanol et on ajoute 75 cm' d 1 acetate d'ethyle pour 
pre*cipiter du chlorhydrate de trie thy lamine . Le filtrat est separe et di- 
lue avec de 1* acetate d'ethyle pour donner un precipite couleur de tan. La 
matiere solide est recueillie sur un filtre, apres refroidissement , et est 

15 lavee avec de I'acetate d'ethyle et sechee sous pression reduite. Elle se 

liquefie a 154-157°C avec formation de mousse. 

Le produit est purifie encore par chromatographie sur gel de silice 
en utilisant 20 a 33^ de methanol dans du chloroforme pour elution. On uti- 
lise la chromatographie sur couche mince pour evaluer les fractions d 1 elution 

20 et les fractions contenant un seul produit sont combinees et evaporees a sec. 

Le residu est repris dans 200 cm' d'eau, isole par filtration a travers du 
verre fritte fin et lyophilise pour donner une matiere solide blanche. On 
fait ensuite deposer le produit a partir de methanol-chlorof orme sous la for- 
me d f un precipite gelatineux de chlorhydrate de N ^-benzyl oxycarbonyl -L-glu- 

25 tamir^l-L-tryptophyl-L-seryl-L- 

N-ethylamide , qui devient granulaire par chauffage et abandon et est isole 

par filtration et lyophilise apres dissolution dans de J^eau et filtration; 

ultraviolet dans methanol X 280 E^J 58,0 ; ZT^Z "53° ( c 
qc max i ^jj 

thanol) : L^C/^ -29,6° (c 0,908, 1^ CHjCOOH) . 

30 Une solution de 100 mg de chlorhydrate de N*^ -benzyloxycarbonyl- 

L-glutaminyl-L-tryptophyl-L-seryl-L-tyrosyl-D-alanyl-^^ 

propyl -N-ethylamide dans une quantite minimale d'eau, 40 a 50 cm', est place 
sur une colonne de Dowex 1x2 (forme acetate) de 1,2 x 37 cm. La matiere est 
ensuite eluee avec de l'eau (150 cm^) , les fractions sont lyophilisees et le 
3I> sel d'acide acetique de N ^-benzoyl oxy car bony 1-L- glut aminyl-L-tryp to phyl-L- 

s eryl-^-tyrosyl-D-alanyl-jL-leucyl-L-arginyl-L-prolyl-N-e thylamine est examine 
a l'ultraviolet dans du methanol ( X ma Y 280 E^ 56,3) et en ce qui concerne 
le chlorure. L' analyse indique un sel acetate avec 2 CH^OOH dans la formule 
et 5 H 2 0 dans la formule moleculaire . 
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Sxenrple 2 

N* -benzyloxycarbonyl-L-gl^ 

phenylalajiyl-L-arginyl-L-prolyl-N-ethylainide ~ ' 

a ) Chlorhydx ate d' ester de methvle d e L -seryl-L- tyro sine 

A un melange de 8,328 g d'ester de methyle de N ^-benzyloxycar- 
bonyl-L-seryl-L-tyxosijie (voir Fischer et Whetstone, J. Am. Chem. Soc, J6, 
5076 (1954) et de 500 mg de catalyseur a 20$ de palladium sur carbone, on 
ajoute 70 cm 5 de methanol contenant 6,67 cm 3 d'acide chlorhydrique 3N dans 
du tetrahydrofuranne et le melange est agite sous une pression d'hydrogene 
de 2,54 cm d'eau pendant trois heures. On filtre le melange pour eliminer 
le catalyseur et le filtrat est evapore a sec sous pression reduite pour 
donner un residu de chlorhydrate d'ester de methyle de L-seryl-L- tyro sine 
qui est utilisable sans purification supplementaire . 

b ) Ester de methyle de N "henzyloxycarbon yl-L-tryptophyl-L-seryl*L-tyros ine 

Le produit de a) ci-dessus et 1 1 ,7 g d'ester de pentachlorophenyle 
de K-benzyloxycarbonyl-L-tryptophane (voir Kovacs et autres, J. Org. Chem. 
J>2, 3696 (1967) sont dissous dans 60 cm 5 de dimethylformamide, on refroidit 
la solution a -10°C en l'agitant et on la traite avec 28 cm 5 de triethyla- 
mine. On agite le melange pendant une heure et demie a -10°C et on le lais- 
se re*chauffer a la temperature ambiante en l'agitant toute une nuit. On 
filtre le melange et le filtrat est evapore a 50°C sous pression reduite. 
Le residu est dissous deux fois dans du methanol et le solvant est elimine 
sous pression reduite. Le residu est ensuite repris dans 30 cm 5 de methanol 
et precipite par addition de 300 cm 5 d'ether et de 100 cm 5 d'ether de pe- 
trole. L'huile prdcipitee est isolee par decantation et agitee avec 30 cm 5 
d'acetate d'ethyle chaud. Le produit est obtenu par refroidissement et pre- 
cipitation par addition dither et d'ether de petrole. On le purifie enco- 
re en repetant la precipitation a partir de methanol avec de 1' ether de pe- 
trole. Le liquide surnageant est elimine par decantation et l'huile est 
sechee a 50°C sous pression reduite. Le produit ainsi obtenu est une mousse 
couleur de tan qui peut §tre cristallisee a partir de methanol, d'ether et 
d'ether de petrole par ensemencement ; point de fusion 149-152°C; C°CJ 
-1.8° (c 1,00, methanol) ; ultraviolet dans methanol, \ TnaY 289,5 E^J 92, 
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^max 280 < 122 ' 



c) Chlorhydrate d' ester de methyle de L-tryptophyl-L-seryl-L- tyrosine 

A un melange de 3» 1 g d 'ester de methyle de ET-benzyloxycarbonyl-L- 
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iryptophyl-L-seryl-L-tyrosine et de 200 mg de catalyseur a 2<# de palladium 
sur'carbone, on ajoute 75 cm 5 de methanol contenant 1,7 cm d'acide chlorhy- 
drique 5N dans du tetrahydrofuranne et le melange est agite sous une atmos- 
phere d'hydxogene pendant deux heures et demie. On filtre le melange pour 
elijniner le catalyseur et le filtrat est evapore sous pression reduite pour 
dormer un residu de chlorhydrate d'ester de methyle de L-tryptophyl-L-seryl- 
L-tyrosine qui est utilisable sans autre purification. 

d) Ester de methyle d e -benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-tryptophyl-L- 
s ery 1-L-tyro s ine 

Un melange du produit de c) ci-dessus, de 1,4 g de N ^ -benzyloxy- 
carbonyl-L-glutamine, de 670 mg de 1-hydroxybenztriazole et de 50 cm de di- 
methylfonnamide est agite et refroidi a -10°C et on ajoute 0,7 cm de triethy- 
lamine. Apres quinze minutes, on le traite avec 1,2 g de dicyclohexylcarbodi- 
imi.de et on l'agite pendant quelques heures a -10°C, puis a la temperature 
amMante pendant deux jours et finalement on le laisse reposer pendant trois 
jours supplementaires. On filtre la solution et le filtrat est evapore a 
50°C sous pression reduite. Le residu est precipite a partir de methanol 
avec de l'eau et ensuite cristallise trois fois a partir de methanol; point 
de fusion 245-248'C; 25 "4,4° (c 1 , BMP) ; ultraviolet dans methanol 

Xmax 290 B 1 75 ' 7! W 280 E 5 10 °- 

e ) N * -ben zyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-tryptophyl-L-seryl-L-tyrosyl hydrazide 

Une solution de 1,6 g d'ester de methyle de N K -benzyloxycarbonyl- 
L-glutaminyl-L-tryptophyl-L-seryl-L-tyrosine dans 1 7 cm 3 de dimethylf ormamide 
est refroidie a 30°C et traitee avec 3 cm 5 d'hydrate d'hydrazine. Le melange 
est maintenu a 30°C pendant une demi-heure. On filtre la solution et le fil- 
trat est chauffe a 50-60°C pendant dix minutes et ensuite abandonne toute 
une nuit a 25°C. La matiere solide est separee par filtration et lavee avec 
du methanol. La matiere solide humide est mise a bouillir dans 25 cm de 
methanol, on la laisse refroidir et on la separe par filtration, avec lavage 
au methanol et a 1' ether. Le produit est seche a 50°C sous pression reduite; 
point de fusion 260-270°C; /f«C 7 25 -10,0- (c 1 , BMP) ; ultraviolet dans 
methanol Nmax 28 9 ,7 77,2;^ 279 102. 

f) Chlorhydrate de N^'- benzyloxycarbonyl-L-leucyl-L-arginyl-L-i^Q-Tl-N-ethy- 
lamide 

Une solution de 18,6 g de chlorhydrate de L-axginyl-L-prolyl-N- 
ethylamide (Ex 1,1) et de 7,2 g d'ester de p-nitrophenyle de N -benzyloxycar- 
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bonyl-L-leucine dans 30 cm de dimethylformamide est abandonnee pendant 
quatre jours, chauffee a 50° C pendant une demi-heure et evaporee sous 
pression reduite et a 40° C pour dormer une huile. Un produit solide est 
obtenu par chromato graph ie sur gel de silice, en eluant avec du chloro- 
forme avec un pourcentage croissant de methanol. Le choix des fractions 
est effectue d'apres analyse par chromatographie sur couche mince et le 
produit est obtenu a l'etat solide par precipitation a partir de metha- 
nol avec de I 1 acetate d'ethyle et ensuite en versant goutte a goutte une 
solution methanolique dans de I'oxyde d'ethyle. la matiere solide est 
sechee a 40°C sous pression reduite; L^J^ -68,4° (c 1, methanol); ultra- 
violet dans methanol V 257 si 3*5 • 

* max i 

g) Ghlorhydrate de ^-leucyl-^-arginyl -^-propyl -N-e^hylamide 

A une solution de 1,8 g de chlorhydrate de N ^ -benzyloxycarbonyl- 
L-leucyl-L-arginyl-L-prolyl-K-ethylamide dans 1 00 cm' de methanol, on ajou- 
te 400 mg de catalyseur a 20fo de palladium sur carbone et le melange est 
agite sous une atmosphere d'hydrogene pendant quatre heures. La dispari- 
tion de la matiere de depart est determinee par chromatographie sur couche 
mince d'echanti lions de la solution. On elimine le catalyseur par filtra- 
tion et le filtrat est evapore a sec. Le produit est utilise sans autre 
purification. 

h) Chlorhydrate de N ^-benzyloxycarbonyl-B-phenylalanyl-^-leucyl-L^-arginyl- 
L-prolyl-N-ethylamide 

Un melange du produit g) ci-dessus, de 900 mg de N * benzyloxy- 
carbonyl-£-phenylal£rane (voir Yajima et Kubo, J. Am, Chem. Soc M 87 * 2039 
(1965) et de 400 mg de 1-hydroxybenztriazole est dissous dans 40 cm' de 
dimethylformamide et ensuite refroidi et traite avec 700 mg de dicyclohexyl- 
carbodiimide . Le melange est agite a 23°C pendant trois jours, filtre et 
le filtrat est evapore a 50°C sous pression reduite. Le residu est obte- 
nu a l f etat solide par precipitation repetee a partir de methanol au moyen 
d f ether et au moyen d 'acetate d'ethyle et d' ether; se liquefie a 130-135°C; 
C"*J^ -69° (c 1,02, methanol); ultraviolet dans methanol \ maY 258 5,8. 

i) -bensyloxycaxbonyl-^glutamin^ 
phenylalanyl-^-leucyl-L-argir^l-JO-prolyl-N-ethylamide 

Une solution de 3,75 g de chlorhydrate de N ^benzyloxycarbonyl- 
D-phenylalanyl-L-leucyl-^arginyl-^-prolyl-N-ethylamide dans 100 cm' de 
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methanol est agitee avec 500 mg de catalyseur a ZVfo de palladium sur carbone 
et reduite sous une atmosphere d'hydrogene par agitation a la temperature 
ajubiante pendant trois heures. La disparition de la matiere de depart est 
suivie par chromatographic sur couche mince. On elimine le catalyseur par 
filtration et le filtrat est evapore a 40°C sous pression reduite. Le re- 
sidu est dissous dans 30 cm 5 de dimethyl formamide et utilise dans le cou- 
plage d'azide ci-apres. 

Une suspension de 4,16 de N<-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L- 
tryptophyl-L-seryl-L-tyrosyl hydxazide dans 90 cm 5 de dimethylformamide est 
dissoute par l'addition de 16,4 cm 5 d'acide chlorhydrique 2,08 N dans du te- 
trahydxofuranne a 10°C avec agitation. La solution est refroidie a -25°C 
et traitee avec 0,88 cm 5 de nitrite d'isopropyle pendant trois heures entre 
-10 et -20°C et ensuite avec 4,8 cm 3 de triethylamine a -40°C. La solution 
d'azide ainsi obtenue est traitee avec la solution ci-dessus de chlorhydrate 
de D-phenylalanyl-L-leucyl-L-arginyl-L-prolyl-N-ethylainide en utilisant 
10 cm 5 de dimethylformamide pour rincer le ballon. Le melange est ensuite 
agite pendant deux heures entre -10 et 5°C et pendant deux jours a la tem- 
perature ambiante. On filtre le melange et le filtrat est evapore a. 50°C 
sous pression reduite. 

Le produit residue 1 est dissous dans du methanol chaud (30 cm 5 ) et 
on ajoute lentement de 1' acetate d'ethyle (30 cm 3 ) en agitant par brassage 
tourbillonnaire. On ajoute de l'oxyde d'ethyle anhydre (200 cm 3 ) par por- 
tions en agitant pax brassage tourbillonnaire jusqu'a ce que toute l'huile 
soit precipitee. La solution etheree est separee de l'huile par decantation 
et l'huile est ensuite agitee avec de 1' ether anhydre (100 cm 3 ) jusqu'a ce 
qu'elle devienne une matiere solide couleur de tan et la matiere solide est 
isolee par filtration, lavee avec de 1' ether anhydre et sechee a l'air (8,8 g) . 
Cette matiere solide est dissoute dans du methanol (15 cm 3 ) par chauffage et 
on ajoute de 1 'acetate d'ethyle (20 cm 3 ) et de l'oxyde d'ethyle anhydre 
(5 cm 3 ). Une petite quantite de matiere solide grise precipite et est iso- 
lee par filtration et rincee avec un melange d' acetate d'ethyle (5 cm ) et 
de methanol (5 cm 3 ). Au filtrat et aux liquides de lavage, on ajoute de l'e- 
ther anhydre (10 cm 3 ) jusqu'a apparition d'un trouble, on chauffe la solution 
et ensuite elle est abandonnee a 20°C jusqu'a ce qu'une matiere solide se s<5- 
pare et alors on refroidit dans de 1'eau glacee. La matiere solide est iso- 
lee par filtration, rincee avec un melange de methanol (10 cm ), d 'acetate 
d'ethyle (10 cm 3 ) et d'ether (10 cm 3 ) et sechee a 50°C sous pression redui- 
te (2,1 g, recolte I). 
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Le filtrat et les liquides de lavage sont diiues avec de I 1 acetate 
d'ethyle (150 cm 3 ) avec agitation tourbillonnaire pour precipiter une huile 
semi-solide et l ! huile est separee par decantation du solvant. L f huile est 
dissoute dans un minimum de methanol chaud, on laisse refroidir la solution 
et on l'abandonne pendant toute une nuit et la matiere solide est separee par 
filtration et sechee a 50° C sous pression reduite (4,11 g) . Cette matiere 
solide est dissoute dans du methanol (75 cm 5 ) par chauffage au bain-marie 
bouillant et la solution claire est concentree a 50 cm 5 par un courant d'air 
chaud et abandonnee a 25°C pendant plusieurs heures et ensuite refroidie dans 
de la glace et la matiere solide est isolee par filtration, recolte II. 

La recolte I et la recolte II sont combinees et agitees dans du me- 
thanol (75 cm 3 ), abandonnee s a 2C°G toute une nuit, refroidies dans de la gla- 
ce et separees par filtration et la matiere solide est rincee avec un melange 
de methanol (15 cm 3 ), d'acetate d'ethyle (15 cm 3 ) et d'oxyde d'ethyle (10 cm 3 ) 
et sechee o 50° C sous pression reduite, 4,4 g. Cette matiere solide est dis- 
soute dans du methanol chaud (200 cm 3 ) , on filtre la solution et le filtrat 
clair est concentre a chaud a 75 cm 3 avec un courant d'air filtre et il est 
abandonne a 20°C pendant cinq, heures. La matiere solide est isolee par fil- 
tration et rincee avec un melange de methanol (15 cm 3 ), d'acetate d'ethyle 
(15 cm 3 ) et d' ether (10 cm 3 ) et partiellement sechee. La matiere solide est 
agitee de nouveau avec du methanol chaud (50 cm ) et abandonnee toute une 
nuit a 25° C, refroidie dans de la glace, filtree et lavee avec 40 cm de sol- 
vants melanges et seches a 50°C sous pression reduite pour dormer 3,02 g de 
chlorhydxate de N -benzyloxycarbonyl-L-glutam^ 

tyxosyl-D-phenylalanyl-L-leucyl~L-arginyl-^ L^U D " 71 ° 

(c 1,004, methanol); ultraviolet dans methanol \ ma y 289,5 E-j 44,3; Xmax 
280 E 1 n 57,8; £v(J I 3 -27,4° (c 1,03, 33MF). 

Une solution de 300 mg de chlorhydrate de N ^-benzyloxycarbonyl-L- 
glutaminyl-L-tryptophyl-L-seryl-L-tyrosyl-D-phe 

L-prolyl-N-ethylamide dans 100 cm 3 de methanol est placee sur une colonne de 
resine Bowex 1 x 2 (forme acetate) de 1,8 sur 23 cm et la matiere est eluee 
avec du methanol et recueillie en fractions de 40 cm 3 . Les fractions 2 a 5 
donnent par abandon un produit insoluble. Elles sont combinees et filtrees 
et le filtrat est concentre a 30 cm 3 et dilue avec de I 1 ether (150 cm ). Le 
produit qui precipite est isole par filtration, lave a l 1 ether at seche a 
50° C sous pression reduite pour donner du sel acetate de N -benzyloxycarbonyl- 
L-glutaniinyl-L-tryptophyl-L-seryl-L-tyxo 

L-prolyl-N-ethylamide C<J^ -29° (c 1.00, ™P) 5 41,7 ^ 280 *\ 54,3. 
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Exemple 5 

N * -benz yloxycarbonyl-L-glutamlr^ 
L-leucyl-L-arginyl-L-prolyl-N-ethylaaide 

a) Chlorhydrate de N<< -t--butoxyca rbonyl-D-tryptophyl-L-leucyl-L-arginyl-L- 
prolyl-N-ethyiamide 

Une solution de 1,2 g de chlorhydrate de N -benzyloxycarbonyl-L- 
leucyl-L-arginyl-L-prolyl-N-ethylamide (Ex. 2f) dans 50 cm 3 de methanol est 
traitee avec 200 mg de catalyseur a 2C# de palladium sur carbone et agi'ee 
sous une atmosphere d'hydrogene pendant trois heures. La disparition de la 
matiere de depart est suivie par chromatographie but couch? mince. On elimi- 
ne le catalyseur par filtration et le filtrat est evapore et le residu est 
traite avec 0,608 g de N^-t-butoxycarbonyl-D- tryptophane et 275 mg de 1-hydro- 
xybenztriazole dans 30 cm 5 de dimethylf ormamide . La solution est refroidie 
k -10°C et traitee avec 500 mg de dicyclohexylcarbodiimide . Le melange est 
agite a -10°C pendant une heure et ensuite entre 20 et 50° C pendant vingt- 
quatre heures. La solution est filtree et rincee avec un peu de dimethyl- 
f ormamide. Le filtrat est evapore a 40°C sous pression reduite. Le residu 
est purifie par dissolution dans du methanol et de 1' acetate d'ethyle et 
agitation dans de 1' ether. La matiere solide est precipitee de nouveau a 
partir de methanol avec de 1' ether et sechee k 40°C sous pression reduite; 
elle se decompose a 160-165°C; ultraviolet dans methanol > w . 290 B 1 60,5; 

*max 281 B 1 68 ' 5; Vmax 275 E 1 1 64 ' 2 * 

b) Dichlorhydrate de p-tryptophyl-L-leucyl-L-arginyl-L-prolyl-N-ethylaaide 

On elimine le groupe protecteur t-butoxycarbonyle du produit de a) 
en dissolvant 1,5 g dans 14 cm 3 de methanol et en traitant la solution avec 
14 cm 3 d'acide chlorhydrique 2N dans du tetrahydrof uranne . Apres une demi- 
heure, la solution est evaporee sous pression reduite a 30°C. On precipite 
le residu a partir de 15 cm 3 de methanol en versant goutte a goutte la solu- 
tion dans 100 cm 3 d' ether anhydre en agitant et la matiere solide est sepa- 
ree par filtration, lavee a 1' ether et sechee a 50°C sous pression reduite. 
c) N^-benzyloxycarbonyl-L-g lutaminyl-L-tryptophyl-L-seryl-L-tyrosyl-^ 
tryptophyl-L-leucyl-L-arginyl-L-prol yl-N-ethylamide 

TJ-ie suspension de 1,46 g de N*< -benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl- 
L-tryptophyl-L-seryl-L-tyrosyl hydrazide (Ex. 2e) dans 30 cm 3 de dimethyl- 
formamide est refroidie a 0°C avec agitation et traitee avec 3,3 cm d'acide 
chlorhydrique 3,64N dans du tetrahydro f uranne . La matiere solide passe en 
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solution. La solution est ensuite refroidie a -25°C et traitee avec 0,31 cnr 

de nitrite d 1 isopentyle . Le melange est agite entre 0 et -21 °C pendant 

deux heures et demie et est ensuite traite avec 1,96 cm' de triethylamine 

et ensuite avec le die hi or hydrate de E-tryptophyl-L-leucyl-L-arginyl-jL- pro- 

lyl-N-ethylamide ci-dessus, 1,27 gj sous la forme d'une matiere solide in- 

2 

troduite par ringage avec 1 2 cm de dimethylf ormami de > Le melange est agi- 
te a -25°C et ensuite on le laisse se rechauffer progressivement a 0°C en 
une heure et a la temperature ambiante pendant 24 heures. On filtre la so- 
lution et le filtrat est evapore a 50°C sous pression reduite. On dissout 
le residu dans 25 cm^ de methanol et on ajoute lentement de 1 'acetate d'e- 
thyle chaud (15 cm') jusqu'a ce que la solution soit trouble, on ajoute du 
methanol pour clarifier la solution, puis on ajoute de l'oxyde d'ethyle 
anhydre (5 cm') et on clarifie de nouveau la solution avec un peu de metha- 
nol* Par abandon toute une nuit, une matiere solide bmn clair se separe 
et est isolee par filtration et lavee avec un peu de methanol froid. La ma- 
tiere solide est dissoute dans du methanol chaud (40 cm') et la solution est 
traitee avec 0,5 g de charbon de bois, filtree en utilisant un papier-filtre 
fin et le filtrat est concentre a 40°C avec un courant d'air a un petit vo- 
lume (15 cm'). Une petite quantite de matiere solide coloree (15 mg) se 
separe et est isolee par filtration et on laisse reposer le filtrat et on 
1« evapore lentement a 20°C en deux jours a un petit volume (5 cm') et la ma- 
tiere solide recueillie est isolee par filtration et lavee avec un peu de 
methanol froid (10 cm') et ensuite sechee a 50°C sous pression reduite pour 
dormer 280 mg de chlorhydrate de N 0 ^ -benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-^ 
tophyl-L-seryl-L-tyrosyl-D-tr^ 

mide, ^ ~ 18 > 2 ° ( c 1 > 02 ' BMF ) * ultraviolet dans methanol >> max 290 

Les filtrat s et liquides de lavage recueillis dans le procede ci- 
dessus sont evapores a sec et le residu est dissous dans du methanol (25 cm') 
de l 1 acetate d'ethyle (10 cm'), de 1' ether (5 cm') et du chlorofonne (15 cm') 
et chromatographies sur une colonne de 50 g de gel de silice (preparee dans 
2C$> de methanol 8O96 de chloroforme) et la colonne est eluee avec un melange 
20:80 methanol-chloroforme et les fractions contenant le produit desire, com- 
me indique par chromatographie sur couche mince, sont combinees, concentrees 
a un petit volume et le produit est precipite a I'etat solide par 1* addition 
d'ether. La matiere solide est dissoute dans du methanol, la solution est 
concentree avec de l'air a un petit volume et abandonnee. La matiere solide 
est sechee a 50°C sous pression reduite pour dormer 450 mg du m§me produit 
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_ _ 25 

que ci-dessus L<*J j> - 1 7»9° (c 1,015, BMF) ; ultraviolet dans methanol 

Xmax 28 9'5 s] 81,5 280 E] 99,5. 

Exem-ple 4 

N^-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-tryptophy l-L-seryl-L-tyrosyl-D^ 
5 L-arginyl-L-prolyl-N-ethylamide 



a ) Sster de methyle de N ^-benzyloxycarbonyl-D-leucyl-L-leuci 



ine 



Une solution de 2,65 g de N °^ -benzyloxycarbonyl-D-leucine /~Cette 
matiere est prepares par le meme procede qu 'utilise" par Grassman et Wilnsch, 
Ber. 21, 462 (1968) pour la DL-leucine et pour la L-lsucine voir Losse et 
10 Demuth, Ber. 21, 1762 (1961). La matiere est une huile comme decrit pour l'e- 
nantiomere N -benzyloxycarbonyl-L-leucine . Voir aussi Farthing, J. Chem. Soc. 

3213 et Bergmann, J. BIOL. Chem. H5_,593 (1936)./ dans 50 cm 3 de dime- 
thylfonnamide est traitee avec 1,98 g de chlorhydrate d' ester de methyle de L- 
leucine et xefroidie dans un bain de glace. La solution est traitee avec 

15 1,4 em de triethylamine, puis avec 1,5 g de 1-hydxoxybenztriazole et finale- 
ment avec 2,26 g de dicyclohexylcarbodiimide. Le melange est agite toute une 
nuit avec refroidissement initial par un bain de glace et rechauffement pro- 
gressif a la temperature ambiante et ensuite pendant 24 heures supplementai- 
xes a la temperature ambiante. On filtre le melange et on evapore le filtrat. 

20 On dissout le residu dans de 1' acetate d'ethyle et on lave la solution avec 
de l'acide chlorhydrique 1N, une solution saturee de chlorure de sodium, une 
solution a 5# de bicarbonate de sodium et de nouveau avec une solution saturee 
de chlorure de sodium. La solution a 1 'acetate de vinyle est separee et sechee 
sur du sulfate de magnesium, filtree et evaporee. Le residu cristallise et 

25 est recristallise a partir d'oxyde d'isopropyle ; £~<J 25 -5.3° (c 2,06, 
methanol), point de fusion 70-82°C. D 

b ) Chlorhydrate d 'ester de methyle de D-leucyl-L-leucine 

Une solution de 1,95 g d' ester de methyle de N < -benzyloxycarbonyl- 
D-leucyl-Ir-leucine dans 50 cm 3 de methanol absolu contenant 2 ',08 cm 3 d'acide 

30 chlorhydrique 2,38N dans du methanol est traitee avec 250 mg de catalyseur a 
10$ de palladium sur carbone et est secouee dans une atmosphere d'hydrogene 
jusqu'a ce que la chromatographie sur couche mince d'echantillons de la solu- 
tion indique que la reaction est parvenue a sa fin. On elimine le catalyseur 
par filtration et le filtrat est evapore a sec. Le produit est utilise sans 

35 autre purification. 
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c) Ester de methyle de N °^ -benzyl oxy car bony 1-L-glutaminy 1-L-tryp to phyl-L- 
seryl-L-tyrosyl-L-leucyl-L-leucine 

Une solution de 2,85 g de N ^benzyloxycarbonyl-L-glutaniinyl-L- 
tryptophyl-L-seryl-L-tyxosyl hydrazide (Ex, 2e) dans 80 cm 5 de dimethylf orma- 
mide est refroidie a -20°C et traitee avec six equivalents, 8,85 cm 3 , d'acide 
chlorhydxique 2,645N dans du tetrahydrofuxanne . La solution est ensuite trai- 
tee avec 0,81 cm 3 de nitrate d'isopentyle et agitee a -20°C pendant trente 

3 

minutes* Le melange est refroidi a -25°C et traite avec 3,8 cm , sept equi- 
valents, de triethylamine , et ensuite avec 1,3 g de chlorhydxate d 1 ester de 
methyle de D-leucyl-L-leucine dans 10 cm 3 de dimethylf ormamide refroidis a 
5°C. Le ballon est rince avec un peu de dimethylf ormamide qui est ajoute 
aussi au melange reactionnel. Ce melange est ensuite agite a -20°C pendant 
une demi-heure dans un bain sel-glace pendant trois heures et abandonne dans 
le refrigerateur a 3-5°C toute une nuit. Le melange est ensuite f litre et 
evapore sous pression reduite. Le residu est triture avec du tetrahydxofu- 
ranne et separe par decantation. La matiere insoluble est mise en suspension 
dans du dichloromethane et secouee avec de l'acide chlorhydrique IN et sepa- 
ree par filtration. La matiere solide est lavee avec du dichloromethane et 
sechee sous pression reduite; D<J^ -22,6° (c 1,01, BMP); ultraviolet 
dans methanol; 289,5 *\ 57,7; 280 e\ 75,8. 

d) N ^-L-glutaminyl-I^tryptophyl-L-seryl-^ hydxazide 

Une solution de 3,6 g d f ester de methyle de N ^ ^L-glutaminyl-L- 
tirotophyl-L-seryl-L-tyrosyl-^leucyl-L-leucine dans 60 cm 5 de dimethylf orma- 
mide et 20 cm 5 de methanol est traitee avec 3,6 cm 3 d'hydxate d f hydrazine et 
abandonnee a la temperature ambiante pendant trois Jours. Le gel precipite 
est detruit et on filtre le melange. La matiere solide est lavee au methanol, 
puis mise en suspension dans 200 cm 3 d 1 ether pendant trois heures, separee par 
filtration et sechee sous pression reduite. On trouve pour le produit 
£- -14,3° (c 1,0, DMF); ultraviolet dans methanol : \ nax 289,5 5^,5; 

\^ 280 E 5 74, o: 

e) -benzyloxycarbonyl-L-glut a^ 

L-leucyl-L-arginyl-L-prolyl-N-ethyla mide 

Une solution de 2,2 g de N ^ -benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L- 
tryptophyl-L-seryl-L-tyxosyl-B-leucyl-L-leucyl hydrazide dans 90 cm de dime- 
thylf ormamide est refroidie a -20°C et traitee avec 5,94 cm 3 d'acide chlorhy- 
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drique 2,26N dans du tetrahydrofuranne. La solution est ensuite traitee 
avec 0,49 cm 5 de nitrite d'isopentyle et agitee pendant trente minutes a 
-20°C, refroidie a -25°C et traitee avec 1,88 cm 5 de triethylamine et ensuite 
avec 635 nig de chlorhydrate de L-arginyl-L-prolyl-N- ethyl amide (Ex. 1,1). Le 
melange est agite a -20° C pendant trente minutes et pendant trois heures dans 
un bain sel-glace, puis il est abandonne toute une nuit a 0-5°C. Le melange 
est ensuite filtre et e vapor e sous pression reduite a 40-50°C. Le residu est 
triture avec 150 cm 5 de tetrahydrofuranne, separe par decantation et le residu 
est dissous dans 30 cm 5 de methanol et ajoute goutte a goutte a 250 cm 5 d'ace- 
tate d'ethyle avec agitation. Le melange est abandonne a 0-5°C pendant trois 
jours et est ensuite filtre. Le produit solide est mis en suspension dans 
200 cm 5 d T ether, agite pendant deux heures et separe par filtration. II en 
resulte une poudre blanche. Le produit est encore purifie par chromatographic 
sur gel de silice dans un melange chloroforme: methanol :eau (60:45:5) les 
fractions etant analysees par chromatographic sur couche mince. On trouve 
une matiere essentiellement homogene apres un petit nombre de fractions ini- 
tiales d'eluat. Les fractions choisies sont agitees avec 100 cm' d'eau, on 
ajoute de l'acide chlorhydrique 4$ jusqu'a reaction acide au papier d'essai 
et on ajoute 30 cm 5 de methanol. Le melange est partiellement evapore a la 
trompe a eau pour eliminer le methanol et ensuite lyophilise, donnant du 
chlorhydrate de N -benzyl oxycarbonyl-L-glutaminyl-L-tr^ 

tyrosyl-^leucyl-L-leucyl-L-aj:ginyl-L-prolyl-N-ethylamide ; /_ Jj r J> -31,4° 
(c, 1,029, DMP); ultraviolet dans methanol: > max 289,5 ^ 44,6;^^ 280 
58,4. 

Exemple 5 

N ^ -t-butoxycarbonyl-O-benzyl-L-seryl-L-tryptophy l-L-se 
phenylalajiyl-L-leucyl-L-arginyl-L-proline N-ethylamide 

a) Ester de methyle de N ^-benzyl oxycarbonyl -L-trypt ophyl-L- serine 

Du chlorhydrate d f ester de methyle de L-serine, 5 g, est dissous 
dans 75 cm 5 de dimethylf ormami de et la solution est refroidie dans un bain 
de glace. On ajoute de la triethylamine, 4,9 cm 5 , puis 11,9 S de N^-benzy- 
loxycarbonyl-L-tryptophane, 5,25 g de 1-hydroxybenztriazole et finalement 
8,0 g de dicyclohexylcarbodiimide . Le melange est agite avec refroidisse- 
ment au bain de glace toute une nuit, on laisse monter la temperature a la 
temperature ambiante, puis on continue a agiter pendant vingt-quatre heures 
supplementaires a la temperature ambiante. On filtre le melange et on lave 
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la matiere solide avec du dimethylformamide • Le filtrat est evapore sous 
pression reduite et le residu est dissous dans de 1 'acetate d'ethyle et lave 
a l*acide chlorhydrique dilue, avec une solution saturee de sel, trois fois 
avec une solution a 5^ de bicarbonate de sodium, avec une solution saturee 
de sel et finalement a l'eau. La solution a 1* acetate d'ethyle est ensuite 
sechee sur du sulfate de magnesium et evaporee. Le residu est cristallise 
a partix de 250 cm^ de benzene et ensuite a partir d f acetate d'ethyle et 
d'ether de petrole ; 12,5 e; point de fusion 133-135°C, £v£J ^ - 12 > 4 ° 
(c 2, methanol); ultraviolet dans methanol \ mBX 290 E^J 115; ^ max 281 E^J 

131 5>max 2 ™ 122. 

b) N^-benzyloxycarbonyl-L-tryptophyl-L-seryl hydrazide 

L 'ester de methyle, 12,3 g* es " fc dissous dans 180 cm 3 de methanol 
et traite avec 8 cm? d'hydrate d'hydrazine. Le melange est abandonne a la 
temperature ambiante toute une nuit et est filtre. Le produit solide est • 
lave avec du methanol froid, mis a bouillir avec 400 cm 3 de methanol et fil- 
tre a chaud ; 8,35 , point de fusion 176-178°C; C<J^ " 18 ° ( c 2,2, 
DMP); ultraviolet dans methanol 290 e\ . 117; K, aY 281 154; Amax 

274 &\ 125. 

c) Ester de methyle de If °^ -benzyloxycarbonyl-L-tryptophyl-L«seryl-^-tyrosine 

Du N ^ -benzyloxycarbonyl-L-tryptophyl-L-seryl hydrazide, 9,9 g 
(22,5 mmoles) est dissous dans 150 cm 3 de dimethylf ormamide "spectrograde" 
et refroidi a -20°C. La solution froide est traitee avec 51 cm 3 d'acide chlo- 
rhydrique 2,34N dans du tetrahydrofuranne et avec 4,7 cm 3 de nitrite d'isopen- 
tyle (9096) et est agitee a -20°C pendant une demi-heure. La solution est en- 
suite refroidie a -25°C et traitee avec 20,45 cm 3 de triethylamine et avec 
5,74 g de chlorhydrate d 1 ester de methyle de L- tyrosine. Le melange est en- 
suite conserve entre 0 et 5°C toute une nuit et est filtre. On elimine les 
solvants sous pression reduite. Le residu est dissous dans de 1* acetate die- 
thyle et lave avec de I'acide chlorhydrique 0,1N, une solution saturee de sel, 
une solution a ^ de bicarbonate de sodium et une solution saturee de sel. 
L'acetate d'ethyle est seche et evapore. Le residu est repris dans de Me- 
thanol et on effectue une crystallisation par refroidiseement et grattage pen- 
dant 48 heures. Le produit est separe sur un entonnoir et lave a 1'ethanol ; 
8 g. lies liqueurs ethanoliques donhent une deuxieme recolte de 1,95 & ; 
C*CJ^5 -5,8° (c 1,04, IMF); ultraviolet dans methanol K ^ 290 E^ 94,4; 
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d) N ^-benzyloxycarbonyl-L-tryptophyl-L-seryl-L-tyrosyl hydrazide 

L ! ester de methyle, 4,5 g, est dissous dans 50 cm^ de methanol 
et traite avec 4,5 cm^ d'hydrate d'hydrazine. Le melange est abandonne a 
la temperature ambiante pendant 48 heures. Le produit precipite est sepa- 
re par filtration et lave au methanol. La matiere solide humide est uiise 
en suspension dans 150 cm^ d f ether pendant 2 heures et separee par filtra- 
tion; 4,18 g; point de fusion 226-229°C; C^J^ -15,6°C. (c 1,01, 
DMF); ultraviolet dans methanol > max 289,5 92,6; 280 E 1 122. 

e) Ester de methyle de N -benzyloxycajrbonyl-D-phenylalanyl-L-leucir.e 

Une solution de 6,65 g de N -benzyloxycarbonyl -^-phenylalanine 
(0,022 mole) et de 4,38 g (0,022 mole) de chlorhydrate d ! ester de methyle de 
L-leucine dans 60 cm? de dimethylef ormamide "spectrograde" est refroidie 
(2,24 g). On ajoute du 1-hydroxybenztriazole, 5,3 St et du dicyclohexyl- 
carbodiimide , 5 g, et on agite le melange pendant toute une nuit a la tempe- 
rature ambiante et pendant 24 heures encore a la temperature ambiante. On 
filtre le melange et on evapore le solvant sous pression reduite. On dissout 
le residu dans 200 cm^ d' acetate d'ethyle et on le lave avec de l'acide 
chlorhydxique 0,11T, une solution saturee de sel, une solution a 55^ de bicar- 
bonate de sodium, une solution saturee de sel et a l'eau. La solution a l'a- 
cetate d'ethyle est sechee sur du sulfate de magnesium, filtree et evaporee 
a un residu cristallin. Le produit est recristallise deux fois a partir 
d 'acetate d'ethyle et d'ether de petrole ; 7*3 g. 5 point de fusion 125- 
126°C; -20,3° (c 1,02, methanol). 

f) Chlorhydrate d 'ester de methyle de D-phenylalanyl -L-leucine 

Une solution de 7 g (0,016 mole) d'ester de methyle de N -benzyl- 
oxycarbonyl -E-phenylalanyl -L-leucine dans 120 cm^ de methanol est traitee . 
avec 6,12 cm^ d'acide chlorhydrique 2,680N dans du methanol et reduite avec 
de l'hydrogene et 500 mg de catalyseur a 10?S de palladium sur carbone a la 
pression atmospherique . La reaction est controlee par chromatographie sur 
couche mince. On filtre le melange pour separer le catalyseur et on evapore 

23 

la solution ; 5,4 g sous la forme d'un verre; £~^-7j) - 82 »5° (c 1,02, 
methanol) • 

g) Ester de methyle de K °^ -benzyloxycarbonyl-L-tr yptophyl-L-seryl-L-tyrosyl- 
D-phenylalanyl -L-leucine 

Une solution de 8,5 g (0,014 mole) de N ^ -benzyl oxycarbonyl-L- 
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, 1c -q CE1 5 de dimethylforsamide 
t^top-nyl-L-s^l-L-tyxoByl hydxa.ide dans J chlorhydrique 2 . 5 « 

e^xerxoidie * -20-0 .t ^^^^ cm 3 de nitrite d< isopentyle . 
^ du tetrahydrofuxanne et ensure av ^ h _ 25 *c, trai- 

Le melange est agite a -20°C pencant aenu chlorhydra te d'es- 

Le melange + _ iethy iamine et on a G oute 4,9" S «■ 

te avec 15,73 cm 5 de tr.ethy ^ m . lange a _ 20 c 

te x ae metnyle de ^^f^f'^C pendant ^es, pendant 

pendant trente minutes, entre -20 - ^ ^ ^ 0 et 

Lis *euxes dans un «n ^ du verre fri \te et le filtxat est 

5 , c . x. melanee de reaction est ^ ^ de X' acetate d'e- 
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sel , »ne solution , * de ^ ^ ^ de ^ 
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^i-L-ieuoine, ,,53 - I ta trai te 6 2 0 , ^ 

>» ^ U0 ' 1 ^ , L f,Xe, 5" W - 1-^o^tr^ole et 

35 4 £T~ » ^ r TxisI est d.ssous « 5» -? — 

est evapori sous pression reduce, le 
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cetate d'ethyle et lave avec de l'acide chlorhydrique 0,1N, une solution 
saturee de sel, une solution a jfo de bicarbonate de sodium, une solution 
saturee de sel et a l'eau. La solution a 1' acetate d'ethyle est sechee sur 
du sulfate de magnesium et evaporee. La matiere solide residuelle est 
sechee sous pression reduite ; 2,29 g; Point de fusion 200-202°C; 
£yj 23 -19,5° (c 1,03, methanol); ultraviolet dans methanol \ ^ 289,5 

b] 52: \ 280 E^J 68. 
1 J ' A max 1 

j) N ^-t-butoxycarbonyl-O-benzy l-L-seryl-L-tryptophyl-L-seryl-L-tyrosyl-D- 
phenvlalanyl-L-leucyl hydrazide 

L'ester de methyle ci-dessus, 2,1 g, est dissous dans 35 cm 3 de 
methanol et on ajoute 2 cm 3 d' hydrate d' hydrazine. Le melange est abandonne 
a la temperature ambiante pendant deux jours, il est ensuite filtre et la 
matiere solide est trituree avec de 1- ether pendant une heure. Le produit 
est eepare par filtration et seche sous pression reduite ; 1,35 g; Point 
de fusion 200-203'C; £<7^ - 11 ' 6 ° < c DMF) 5 ^ traviolet **ns metha- 

^Vmax 289 ' 5 A 57; V« 280 E 'l 74 ' 5 ' 

k ) h ^-t-butoxycarbonyl-O-b enzyl-L-seryl-L-tryptophyl-L-seryl-L-tyrosy 
phenylalanyl-L-leucyl-L- arginyl-L-proline N-ethylamide 

On dissout du N ^-t-butoxycarbonyl-O-benzyl-L-seryl-L-tryptophyl- 
L-seryl-L-tyrosyl-D-phenylalanyl-L-leucyl hydrazide, 1,21 g (1,18 mmole) dans 
40 cm 5 de dimethylformamide "spectrograde" et la solution est agitee et re- 
froidie a -20°C. On ajoute de l'acide chlorhydrique dans du tetrahydrofu- 
ranne, 2,89 cm 3 de solution 2.45N, et ensuite 0,22 cm 3 de nitrite d'isopen- 
tyle (90J6) . La solution est agitee trente minutes k -20°C, traitee avec 
1,0 cm 3 de triethylamine redietillee et ensuite avec 435 mg de chlorhydrate 
de L-arginyl-L-proline N-ethylamide. Le melange est agite entre -20 et 
-15°C pendant 45 minutes et ensuite a la temperature du bain de glace pendant 
3 heures et conserve toute une nuit dans un refrigerateur entre 0 et 5°C. 
On filtre le melange de reaction et le filtrat est evapore sous pression re- 
duite. Le residu est triture avec 150 cm 3 de tetrahydrofuranne et ensuite 
dissous dans 20 cm 5 de methanol et la solution est versee goutte a goutte, 
avec agitation, dans 200 cm 3 d' acetate d'ethyle. Par abandon toute une nuit 
u 0°C, le melange depose une gomme brune, 480 mg. La solution est decantee 
et evaporee pour donner une matiere solide blanche. Le produit est precipi- 
te a partir de methanol avec de 1' ether pour donner 730 mg de produit supple- 
mentaire qui est combine avec les 480 mg ci-dessus et chromatographic sur gel 



de silice dans du chloroformemethanol (60:45)- La separation est controlee 
par chroma tographie sur couche mince. Les fractions combinees sont dis- 
soutes dans 20 cm 3 de methanol et decolorees au charbon, avec filtration 
a l'aide d ! un adjuvant de filtration. Le filtrat est evapore a 5 cm 3 en- 
viron et traite avec 100 cm 3 d'eau. La solution est reglee au pH 4 avec 
de I'acide chlorhydrique 1N, congelee et lyophilisee pour donner 960 mg 
de produit donnant a l'analyse (pour 1,5HC1.5H 2 0) les resultats suivants 
pour 1,5HC1.5H 2 0; C^J^ "58° ( c 1 » 02 » methanol); ultraviolet dans 
methanol \ ^ 289,5 43,4 ; > ^ 280 e] 56,5- 

Exemple 6 

5 ^ -benzyloxycarbonyl-O-benzyl-L-seryl-L-tryptophyl-L-se 
t)henylalan:fl-L-seryl-L-arginyl-L-proline N-ethylamlde 

a) Sster de methyle de N ^ -benzyl oxycarbonyl -0-benzyl-L-s eryl-L-tyrosyl-D- 
phenylalanyl-L-leucine 

De 1* ester de methyle de L-tryptophyl-L-seryl-j^tyrosyl-D-phenyla- 
lanyl-L-leucyle (Ex. 5, h) , 1,55 g, est dissous dans 55 cm 5 de dimethylfor- 
mamide et la solution est refroidie dans de la glace. On ajoute de la N 0 ^- 
benzyloxycarbonyl-O-benzyl-L-serine , 691 nig, avec 311 mg de l-hydroxybenz- 
triazole et 475 mg de dicyclohexylcarbodiimide . On agite le melange toute 
une nuit a la temperature ambiante et 24 heures supplementaires a la tempe- 
rature ambiante. On filtre le melange et le filtrat est evapore sous pres- 
sion reduite. On dissout le residu dans 500 cm 3 d' acetate d'ethyle et on 
le lave avec de I'acide chlorhydrique 0,5**, une solution saturee de sel, une 
solution a 5% de bicarbonate de sodium, une solution saturee de sel et fina- 
lement a l'eau. La solution est sechee sur du sulfate de magnesium et eva- 
poree. Le residu est seche sous pression reduite ; 1,92 g; Z~°l£ ~ 1 3,2° 
(c, 1,03, UMP); ultraviolet dans methanol 289,5 52,5; Xmax 280 

fij 69. 

b) H *C -benzyloxycarbonyl-O-benzyl-L-se^ 
phenalalanyl-L-leucyl nydrazide 

3 

L'ester de methyle de (a), t,75 g, est dissous dans 40 cm de di- 
methylforinanii.de et traite avec 2,5 cm 3 d'hydrate d'hydrazine. Apres 2,5 
heures a la temperature ambiante, on ajoute 15 cm 3 de methanol et on conti- 
nue la reaction toute une nuit a la temperature ambiante. Le methanol est 
elimin6 par evaporation et la solution est diluee avec 80 cm 3 d'isopropanol. 
Le melange est abandonne* toute une nuit a la temperature ambiante et le 
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precipite est separe par filtration, triture avec de i f ether et soche sous 
pression reduite ; 1,3 g; point de fusion 240-242°C. dec; C <*J 



D 



23 



-31,2° (c 0,895, DMP); ultraviolet dans methanol 250 E 1 52,5; 

V 280 e] 68,7. 
* max 1 

5 c) Chlorhydrate de -benzyloxycarbonyl-O-benzyl-L-se 

tyrosyl-D-phenylalanyl-L-leucyl-L-arginyl-L-proline N-ethylamide ~~ 

Du N ^ -benzyloxycarbonyl-O-benzyl-L-seryl-L-tryptophyl-L-seryl- 
L-tyrosyl-D-phenylalanyl-L-leucyl hydraside, 1, 15 g 0*08 mmole) est dis- 
sous dans 45 cm^ de dimethylformamide et la solution est refroidie a -20°C. 
10 On ajoute six equivalents, 2,64 cm^, d ! acide chlorhydrique 2,45N dans du te- 

trahydrofuranne et ensuite 0,22 cm^ de nitrite d ! isopentyle . Le melange est 
agite pendant trente minutes a -20°C, refroidi a -25°C et traite avec 0,9 cm 5 
de triethylamine (6 equivalents). On ajoute du chlorhydrate de L-arginyl- 
L-proline N-ethylamide, 400 mg et on. agite le melange a -20°C pendant tren- 
15 te minutes, entre -20 et -10°C pendant quinze minutes, en refroidissant dans 

un melange glace-sel pendant trois heures et on le conserve entre 0 et 5°C 
toute une nuit. On filtre le melange de reaction et le solvant est evapo- 
re sous pression reduite. Le residu vitreux est triture avec du tetrahydro- 
furanne a froid et on decante le solvant, Le residu est dissous dans 25' cm^ 
20 de methanol et on verse la solution goutte a goutte dans 250 cm^ d' acetate 

d'ethyle en agitant. La suspension est conservee a froid pendant deux jours 
et filtree. Le produit est seche sous pression reduite; 920 mg. Be la ma- 
tiere supplementaire est obtenue a partir des liqueurs de precipitation par 
evaporation et reprecipitation dans de 1' ether; 550 mg. Le produit est en- 
25 core purifie par chromatographie sur gel de silice dans du chloroforme -me- 

thanol (60:45). Les fractions eluees dans la colonne sont examinees par 
chromatographie sur couche mince /7" s ^^^ ce ^- ns chloroforme -me thanol-eau 
(60:45:10)_7 " Les fractions combinees sont dissoutes dans 20 cm^ de me- 
thanol, decolorees avec 450 mg de charbon et la solution est evaporee a 
30 5 cm^ et diluee avec 75 cm^ d'eau. La solution est congelee et lyophili- 

see pour donner 840 mg de chlorhydrate de -benzyl oxycarbonyl -0-benzyl - 

L-seryl-L-tryptophyl-L-seryl-L-tyxosyl-D-phenylala^ 

N-ethylamide ; l f analyse indique 1,5 HC1.2H 2 0: //^l/^ "56,2° (c 1,0, 
methanol); ultraviolet dans methanol ^ max 290 42,1; 280 E 1 54,7- 

35 Exemple 7 

N * -benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl^ 
phenylseryl-L-leucyl-Ii-arginyl-L-proline N-ethylaniide 



55 2 3 2 9 2 94 

a) Ester de cyclohexyle de N^-benzylo xycaxbonyl-L-glutaminyl-L-tryptophyl- 
L-seryl-Ii-tyrosyl-D-threo-phenulserine 

Be l'ester de cyclohexyle de D-threo-phenylserine est prepare par 
dedoublement d'ester de cyclohexyle de DL-threo-phenylserine par cristalli- 
sation fractionnee du sel d'acide pyroglutamique comme decrit par Alberti et 
autres, Gazz. chem. Ital., 83, 950 (1953)- 

Du -benzyloxycarbonyl-L-glutamiiiyl-L-tryptophyl-L-se 
tyxosyl hydrazide, 3,0 g (pulverise) (Exemple 2, e) est mis en suspension 
dans 80 cm 5 de dimethylformamide et agite a la temperature ambiante pendant 
trente minutes. La suspension est refroidie a -20"C et traitee avec 8,64 cm 
d'acide chlorhydrique 2,85H dans du tetrahydrofuranne et agitee pendant 
trente minutes. On ajoute du nitrite d'isopentyle, 0,86 cm , et on agite 
le melange a -20°C jusqu'a dissolution (1 heuxe) . On ajoute de la triethy- 
lamine, 3,43 cm 5 , et 1,0 g d'ester de cyclohexyle de D-threo-phenylserine. 
On agite le melange pendant trente minutes a -20°C, trois heures a la tem- 
perature du bain de glace et on le conserve toute une nuit k 0°C. On filtre 
le melange et le filtrat est evapore sous pression reduite pour donner 3,59 g 
de produit solide : C^J^ " 1 5.5° (c 1,01, methanol); ultraviolet dans 
methanol \ ^ 289,5 56,8 ; Xmax 280 e1 1 74 ' 6 * 

b) N ^ -benzyloxycarhonyl-L-glut aminyl-L-tryptophyl-L-seryl-L-tyrosyl-D- 
threo-phenylseryl hydrazide 

L'ester de (a), 3,25 g, est dissous dans 30 cm 5 de dimethylforma- 
mide et traite avec 3 cm 5 d' hydrate d' hydrazine. Le melange est abandonne 
toute une nuit, dilue avec un volume egal d'ethanol et abandonne de nouveau 
toute une nuit. On filtre le melange, la matiere solide est trituree avec 
de 1' ether pendant trois heures et separee par filtration; 2,75 g; point 
de fusion 226-227'C; C< J 3 - 2 ' 8 ° ( e 1 ' 01 ' DMP ) ^traviolet dans metha- 
nol\ & 289,5 59,1; ^ 280 eJ 77,5- 

c) Ester de methyle de -benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-tryptophyl-L- 
seryl-L-tyrosyl-D-threo-phenylseryl-L- leucine 

L'hydrazide de (b) , 2,67 g, est dissous dans 80 cm 3 de dimethylfor- 
mamide et la solution est refroidie a -20°C. On ajoute six equivalents d'a- 
cide chlorhydrique, 6,55 cm 3 de solution 2.735N dans du tetrahydrofuranne, 
et ensuite 0,65 cm 3 de nitrite d'isopentyle. Le melange est agite a -20°C 
pendant trente minutes, refroidi a -25°C et traite avec 2,91 cm (7 equiva- 
lents) de triethylamine et ensuite avec 0,66 g de chlorhydrate d'ester de 
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methyle de L-leucine. Le melange est agite a -20°C pendant trente minutes, 
av^:; vefrcidissernent par un melange sel-glace pendant trois heures et est 
conserve toute \uie nuit a 0-5°C. On filtre le melange et le filtrat est 
evaDore sous pression reduite . Le residu est mis en suspension dans 200 cm** 
de dichloromethane et conserve a froid. La suspension est secouee avec en- 
viron 70 cm' d'eau et filtree a travers un entonnoir en verre fritte. La 
matiere solide est sechee sous pression reduite ; 2,55 S sous la forme d f un 
monohydrate; point de fusion 228-235°C; L ^ ' 4,4° (c 1, MDF) ; 

ultraviolet dans methanol\ m ^ v 289,5 *0 57,5 5 \ 280 75,2. 

#> max i • ^ max 1 

d) 1^-^enzylczycarbonyl-L-glu^ 



threo-phenylseryl-Ii-leucyl hydrazide 



3 /-? j-\ .-3 A r- 1 A. ■*- "■— t — *] M 



L ! ester de methyle (c) , 2,45 g, est dissous dans 25 cm de dime 
formamide, traite avec 2,4 cm' d'hydxate d ! hydrazine et abandonne a la tempe- 
rature ambiante pendant trois jours. Le solvant est evapore et le residu est 
trituxe avec 50 cm' de methanol absolu, refroidi pendant plusieurs heures et 
separe par filtration. La matiere solide est ensuite trituxee avec 150 cin^ 
d'ether, separee par filtration et sechee sous pression reduite ; 1,66 g. 
Une deuxieme recolte, 0,51 g, est obtenue a partir des liqueurs methanoliques 
en evaporant le solvant et en triturant le residu avec de l'ethanol et ensuite 

avec de l f ether. La matiere combinee est mise a bouillir avec 50 cm' de me- 

— 23 

thanol absolu, refroidie et filtree; 1,82 g; /_ _7 D -5,3° (c 1,015,BMF); 
ultraviolet dans methanol )\ ^ 289,5 ^] 56,0; \ max 280 E^J 73,2. 

e) N ^-benzyloxycaxbonyl-L-glutamin^ 

phenylseryl-L-leucyl-L-arginyl-L-proline N-ethylamide 

Du N °^ -benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-^-tryptop 
syl-D-threo-phenylseryl-L-leucyl hydrazide, 1,7 g (1,7 mmole) est dissous dans 
80 cm' de dimethyl formamide et la solution est refroidie a -20°C. On ajoute 
six equivalents d'acide chlorhydrique , 3,76 cm^ de solution 2,53^ daxis du te- 
trahydrof uranne , et ensuite 0,33 cm' de nitrite d 1 isopentyle . Le melange est 
agite a -20°C pendant trente minutes, refroidi a -25°C et traite avec 1,33 cm' 
(6 equivalents) de triethylamine . On ajoute du chlorhydrate de L-arginyl-L- 
proline N-ethylamide, 580 mg, (1,7 mmole) et le melange est agite a -20°C pen- 
dant trente minutes, enjtre_-20 et -10°C pendant -r : .nze minutes, trois heures 
dans un bain sel-glace et conserve toute une nuit entre 0 et 5°C. On filtre 
le melange et le filtrat est evapore sous pression reduite. Le residu est 
trituxe avec 150 cm' de tetrahydr of uranne pendant deux heures a froid et on 
decante le solvant. On dissout le residu dans 20 cm' de methanol et on verse 
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goutte a goutte la solution dans 200 cm 5 d' acetate d'ethyle en agitant. 
On conserve le melange a froid pendant plusieurs jours et on le fil^re. 
Le prodult est seche sous pression reduite ; 2,11 g, et chromatographic 
sur gel de silice dans un melange chloro forme -methanol (60:45)- ljes frac- 
tions d'eluat sont controlees par chroma tographie sur couche mince sur 
silice avec un melange chlorof orme-methanol-eau (60:45:10). Les fractions 
combinees sont evaporees pour donner 1,8 g de produit. Le produit est 
dissous dans 30 cm 5 de methanol et precipite par versement goutte a goutte 
dans 250 cm 5 d'acetate d'ethyle. Le melange est conserve a froid toute 
une nuit, filtre et le produit solide est seche sous pression reduite; 
1,2 g de chlorhydrate de N ^ -benzyl oxycarbony l-L^-glutaminyl-L- trypt ophyl- 
L-seryl-L-tyrosyl-^tho:eo-phenylseryl-L^ U-ethyla- 
mide, donnant a 1 'analyse pour 1,5HC1.3 ^0; £ T * 3 -17,2 (c 1,03, BMP) ; . 
ultraviolet dans methanol \ ^ 289,5 40,6; )^ ^ 280 E 1 53,0, 

Exemple 8 

tf A-beiizylo^carbonyl-L-glu^ 
JL-leucyl-^-arginyl-Ju-proline ethyl amide 

a) Chlorhydrate de N ^ -t-butoxycarbonyl-D-val yl-L-leucyl-L-arginyl-L- 
proline N-ethylamide 

TXi chlorhydrate de N ^ -t-butoxycarbonyl-D-valyl-L-leucyl-L- 
arginyl-L-proline N-ethylamide est prepare a partir de 3,8 g 6,5 mmoles, 
de chlorhydrate de N o4 -benzyloxycarbonyl-L-leucyl-L-arginyl-L-proline N- 
ethylamide par elimination du groupe protecteur par la technique d'hydro- 
genation comme decrit dans 1' Exemple 2, pour donner 2,9 g, 6,5 mmoles, de 
dichlorhydrate de L-leucyl-L-arginyl-L-proline N-ethylamide sous la forme 
d'une matiere solide vitreuse. Cette matiere est dissoute dans 25 cm 
de dimethylformamide et trait ee avec 2,2 g, 6,5 mmoles, d' ester de p-nitro- 
phenyle de N ^ -t-butoxycarbonyl-B-valine. Le melange est maintenu a la 
temperature ambiante pendant quatre jours et est ensuite evapore a sec sous 
pression reduite. Le residu est dissous dans 10 cm 3 de methanol et le pro- 
duit est precipite par 1» addition de 500 cm 5 d' ether anhydre. Le produit 
solide est purifie par chromatographie sur gel de silice avec un melange 
toluene-methanol (70: 30) ; 1,1 g; C^J^ "53,5° (o 1,0, methanol). 

De 1 'ester de p-nitrophenyle de N °^-t -but oxycarbonyl-D- valine 
est prepare c partir de 5 g, 24 mmoles, de N* -t-butoxycarbonyl-B-valine, 
de 4,8 g, 24 mmoles, de dicyclohexylcarbodiimide et de 3,4 g, 24 mmoles, 
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de t3-nihrophenol dissous dans 25 cm^ de dimethylf ormamide et la solution est 
abandonnee a la temperature ambiante toute une nuit. Les matieres Bolides 
sont separees par filtration et le filtrat est evapore a sec sous pression 
reduite. L'huile residuelle est purifiee par chromatographie sur gel de si- 

lice dans un melange methanol -benzene (5:95); 5 g; L°^J t> +21 ° ^ c 1,0 > 

1 

methanol); ultraviolet dans methanol\ _ 270 E 204. 
* 7 • max i 

b) Chlorhydrate de N -benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-trro 
tyrosyl-D-vaiyl-L-leucyl-L-arginyl-Ij-proline N-ethylamide 

Du N ^-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-ti^rptophyl-^-seryl-L- 
tyxosyl hydrazide (voir Exemple 2, e) ; 1,3 g (1,7 mmole) , est dissous dans 
du dimethylf ormamide , 10 cm^, et la solution est refroidie a -20°C; On 
ajoute de l'acide chlorhydrique dans du tetrahydrofuranne , 4 cm^ (10 mmoles) 
de solution 2,5N et ensuite 0,2 g, 1,8 mmole, de nitrite d 1 isopentyle . Le 
melange est agite entre -10 et -15°C pendant une heure, apres quoi la tempe- 
rature est abaissee a -60°C. On ajoute ensuite de la triethylamine , 1,2 g, 
11 mole, puis du dichlorhydrate de D-valyl-L-leucyl-L-arginyl-L-proline N- 
ethylamide (prepare par le traitement du chlorhydrate correspondant de N ^-t- 
butoxycarbor^l-D-valyl-Ij-leucyl-L-arginyl-L-proline N-ethylamide, 1,1 g, avec 
de l'acide chlorhydrique 4$ dans 10 cm^ de dioxane pendant une heure et pre- 
cipitation du chlorhydrate avec de I 1 ether. Le chlorhydrate est rince a l'e- 
ther et utilise sans autre purification) dans 5 cm^ de dimethylf ormamide . Le 
melange est abandonne a froid (0°C) pendant 19 heures. II est ensuite filtre 
et les matieres solides sont rincees avec 10 cm^ de dimethylf ormamide . L f e- 
vaporation des filtrat s sous pression reduite donne le produit brut sous la 
forme d'une gomme brune. La gomme est dissoute dans 5 cm? de methanol et 
la solution est versee goutte a goutte dans 500 cm' de melange acetate d ! e- 
thyle-ether (1:1) tandis qu'on agite. La matiere solide est recueillie par 
filtration et rincee a I 1 ether. La precipitation est repetee un total de trois 
fois. Par chromatographie sur couche mince sur silice avec un melange chloro- 
forme-methanol-acide acetique a 32^ (60:30:10) on trouve que le produit est 
accompagne de deux impuretes majeures. Le produit est encore purifie par 
chromatographie sur une colonne de gel de silice avec un melange c hi or o forme - 
methanol-acide acetique a 32# (70:30:5)* ^ne chromatographie repetee est ne- 
cessaire pour separer le produit ; £hCJ^ -38,6° (c 1,01, methanol); ana- 
lyse pour 1,5 HCl.3,5 H 2 0; ultraviolet dans methanol X 289 E 1 46,8 ; 

X^ 280 ^ 59,8. 
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Example 9 

N ^benzyloxycarbonyi-N V-benzyl-L-g^ 

^phenylalanyl-L-leucyl-L-arginyl-L-proline N- ethyl amide 

a) Ester de methyle de H ^-benzyloxycarbonyl-N X- benzyl-L-glutaminyl-L- 
tryptophyl-L-seryl-L-tyrosyl-D-phenylalaxiyl-^ 

De l f ester de methyle de L-tryptophyl-L-seryl-L-tyrosyl-S-phenyl- 
alanyl-L-leucine, 1,53 g (Exemple 5, h) est dissous dans 35 cm 5 de dimethyl- 
formamide "spectrograde" et la solution est refroidie dans un bain de glace . 
On ajoute de la K/-benzyloxycarbonyl-K -be nzyl-L-glut amide, 777 *g, du x ~ 
hydroxybenztriazole, 311 mg, et 475 mg de dicyclohexylcarbodiimide , et pen- 
dant vingt heures a la temperature ambiante toute une nuit et pendant vin^t 
heures a la temperature ambiante. On filtre le melange et on evapore le 
filtrat sous pression reduite et on secoue le residu avec 600 cm 5 d< acetate 
d'ethyle et de I'acide chlorhydrique 0,1N. La matiere solide est separee 
par filtration, lavee a I'eau et sechee dans l'air et sous pression reduite; 
1,68 g; D*J^ " 14 ° (c 1 ' 035, JSm ^ 9 ultraviolet d ^ ns m ^ thanol Xmax 289 ' 5 
*] 51,4 ; Ymax 280 e] 67. 

De la N^-benzyloxycarbonyl-Ny-benzyl-L-glutamine a ete preparee 
par Gibian et Klieger, Ann,, 640 , 145 0961). 
b) N ^-benzyloxycarbonyl-N ^-benzyl-L-glutaniinyl-I^ 
tyrosyl-D-phenylalanyl-L-leucyl hydrazide 

L'ester de methyle (a), 2,3 CT, est dissous dans 35 cm 3 de dimethyl- 
formamide et traite avec 2,0 cm 5 d'hydrate d'hydrazine. Le melange est aban- 
donne h la temperature ambiante pendant trois heures, dilue avec 35 cm de 
methanol absolu et abandonne a la temperature ambiante pendant vingrt heures. 
On evapore la solution pour eliminer le methanol, la solution au dimethylfor- 
mamide residuelle est traitee avec 35 cm 3 d ■ isopropanol et abandonnee a la 
temperature ambiante pendant cinq heures. Le precipite est separe par fil- 
tration, triture avec de 1' ether, separe par filtration et seche sous pres- 
sion reduite; 1,78 g sous la forme d'un monohydrate ; point de fusion 
245-249*0; ZX7 D 25 ~ 1 4,9° (c 1.035, DMF) ; ultraviolet dans methanol/ ^ 
289,5 50,5 ; y ^ 280 66,0 

c) eC N -benzyloxycarbonyl-N / -benzy l-L-glutaminyl-L-tryptophyl- 
L^seryl-L-tyxosyl-D-pheny lalanyl-L-leucyl-L^ N-ethylamide 

Du N^benzyloxycarbonyl-N ^-benayl-L-glutaminyl-L-tryptophyl-L- 
tyxosyl-D-pnehylalanyl-L-leucyl hydxazide, 1,64 e (1.65 *mole) est dissous 



58 



2329294 



dans 40 cnr de dimethylf onnamide "spectrograde" et la solution est refrcidie 
a -20°C. On ajoute six equivalents d'acide chlorhydrique , 5*65 cm' de so- 
lution 2,45N dans du tetrahycLrofuxanne , et ensuite 0,3 cm^ de nitrite d'iso- 
pentyle. Le melange est agite a -20° C pendant trente minutes, refroidi k 

5 -25°C, traite avec 1,25 cm^ de triethylamine et ensuite avec 500 mg de chlo- 

rhydrate de L-arginyl-L-proline N-ethylamide . Le melange est agite entre 
-20 et -15°C pendant 45 minutes, dans un bain glace-sei pendant trois heures 
et conserve entre 0 et 5°C toute une nuit. On filtre le melange de reaction 
et le filtrat est evapore sous pression reduite. Le residu est triture dans 

10 150 cm^ de tetrahydrofuranne et on decante le solvant. La matiere solide 

est dissoute dans 20 cm^ de methanol et la solution est versee goutte a goutte 
dans 200 cm' d'acetate d'ethyle. Le melange est refroidi toute une nuit, la 
matiere solide est separee par filtration et sechee sous pression reduite; 
1,81 g. Le produit est encore purifie par mise en suspension dans 200 cm' 

15 d'eau et agitation avec 200 cm^ d' acetate d'ethyle. On filtre le melange et 

la matiere solide est dissoute dans 250 cm' de methanol chaud. La solution 

est decoloree au charbon et evaporee pour dormer une matiere solide blanche 

qui est sechee sous pression reduite ; 1,1 g de chlorhydrate de N ^-benzyloxy- 

carbonyl-N/ -benzyl-L-glutaminyl-L-try^ 

20 L-leucyl-L-arginyl-L-proline N-ethylamide, analyse pour 1 HCl.2,5 H p 0 ; 

~_ 25" ~~ 1 

j_**J^ -22,8° (c 1,02, DMF) ; ultraviolet dans methanol X m „ 289,5 2- 40,3; 

X max 280 ^1 52 ' 6 ' 

Le chlorhydrate (ci-dessus), 800 mg, est traite avec 15 cm' d'acide 

acetique 1N, 10 cm' d'acide acetique 4N et 35 cm' de methanol. On ajoute de 
25 la resine echangeuse d'ions Dowex 1x2 dans la forme acetate, on secoue le 

melange et on le filtre a travers un entonnoir en verre fritte. On evapore 

le filtrat pour eliminer le methanol et le residu est congele et lyophilise; 

650 mg de sel d'acide acetique de N 5 ^ -benzyl oxy carbonyl-N Y -benzyl-L^-giuta- 

minyl-L-tryptophyl-L-se^l-L-tvTOS 
30 line N-ethylamide, analyse pour 1 CH^OOH.3 H 2 0 BAJ ^ -30° (c 1,015, DMF) ; 

ultraviolet dans methanol \ max 289,5 39,4; Xmax 280 E 1 51,6 5 essai 

negatif concemant le chlore ionique . 
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REVINDICATIONS 

1.- TJn octapeptide represent e par la fonnule 

R 1 -Trp-Ser-'Tyr-R 2 -Leu-Arg-Pro-R 5 

et les eels correspondants, ou R^ est Z-Gln, Z-Gln (Bzl), Bhoc-Gln, Boc-His 
5 (bzl), Z-His (bzl) , Boc-Ser (bzl) , Boc-P2?o, Z-Leu, Boc-Leu, Z-Tyr (bzl), 

Z-Ile, Boc-Cys (bzl), Z-Phe ou Z-Ser (bzl), R^ est B-Phe, B-Ala, D-Leu, 
B-Trp, B-Tyx, B-Tyr (Me), D-Ser, B-Met, B-Arg, B-Val, B-His , B-Gln, D-Phs , 
B-Thr, B-Pro ou B-Asn et est NH^, NH (alcoyl inf erieur) , N(alcoyl infe- 
rieur) 2 , NH-benzyle, NHCH^CH^N (alcoyl inf erieur) g ou NHCH^CH^SO^NH-benzyle . 

10 2.- Un compose selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est 

choisi parmi le N -"be nz y 1 oxy c ar bo ny 1 - 1. - glu t ^un i ny 1 ~L - 1 ryp t o phy 1 -L- s e ry 1 -Ij- 
seryl-j^tyrosyl-D-alanyl-L-leucyl-L-arginyl -B-prolyl -N-ethylamide et ses sels. 

3.- Un compose selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est 

choisi parmi le N e^-benzylxycaxbonyl-^-glutaminyl-L-tryptoph^ 
15 tyrosyl-^phenylalajiyl-^-leucyl-JL-arginyl-I^-prolyl-N-ethylajBide et ses sels. 

Un compose selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est 
choisi parmi le N be n z y 1 o xy c ar b o ny 1 - L- glut ami ny 1 -L - 1 ryp t o phy 1 -L - s e ry 1 -L - 
tyrosyl-B-tryptophyl-^-leucyl-L-arginyl-L-prolyl-N-ethylamide et ses sels. 

5. — TJn compose selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est 
£0 choisi parmi le N °^v- b e nzy 1 o xy c ar b o ny 1 - L-glu t am i ny 1 -L- 1 ryp t o phy 1 -L - s ery 1 -L- 

tyrosyl-B-leucyl-^-leucyl-L-arginyl-^-prolyl-N-ethylamide et ses sels. 

6. - Un compose selon la revendication 1, caracterise en ce qu ! il est 
choisi parmi le N o^t-butoxycaxbonyl-O-benzyl-^-seryl-^-tryptophyl-L-seryl- 
L-tyrosyl-B-phenylalanyl-L-leucyl-L-arginyl-L^-proline N-ethylamide et ses sels. 

25 7.- Un compose selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est 

choisi parmi le N enzyloxycarbonyl-O-benzyl-L-seryl-L^-tryptophyl-L^-seryl- 
^tyxosyl-^phenylalanyl-^-leucyl-^L-arginyl-L-proline N-ethylamide et ses sels. 

8. — Un compose selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est 
choisi parmi le N^benzylo^carbonyl-L-glutaininyl-L-tryptophyl-L-sery 

30 tyxosyl-B-thxeo-phenylseryl-L-leucyl-Ii-arginyl-L-proline N-ethylamide et ses 
sels. 

9. - Un compose selon. la revendication 1, caracterise en ce qu'il est 
choisi parmi le N^ -b e nzy 1 o xy c ar b o ny 1 -L-glu t aminy 1 -L- 1 ryp t ophy 1-L- s ery 1 - _L- 
tyxosyl-D-valyl-I i -leucyl--I i -arginyl-L-proline N-ethylamide et ses sels. 
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10. - Un compose selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est 
choisi parmi le N -benzyloxycarbonyl-N -benzyl-L-glutaininyl-L-tryptophyl- 
L~£eryl-L-tyrosyl-D~pp.enylalan^'I-L-leucyI-^-arginyl~^-proline N-ethylamide 
et ses sels. 

11. - A titre de medicament, un octapeptide represents par la fonnule 

R 1 -Trp-Ser-Tyr-R^Leu-Arg-Pro-R^ 

et ses sels, ou R^ est Z-Gln, Z-Gln ("bzl) , Bhoc-Gln, Boc-Eis (bzl) , Z-His -bzl), 
Boc-Ser (bzl), Boc-Pro, Z-Leu, Bo c -Leu, Z-Tyx (bzl), Z-Ile, Boc-Cys (bzl), 
Z-Phe ou Z-Ser (bzl), R £ est D-Phe, D-Ala, D-Leu, D-Trp, D-Tyr, D-Tyr (Me); 
D-Ser, D-Met, D-Arg, D-Val, I) -His , D-Gln, B-Phs, D-Thr, D-Pro ou D-Asn et 
R^ est NH 2 , HH (alcoyl inf erieur) , N(alcoyl inferieur) 2 , NH-benzyle, 
NHCH 2 CH 2 N(alcoyl inlerieux) 2 ou NHCH 2 CH 2 S0 2 NH-benzyle . 

12. - Une composition pharmaceutique contenant a titre de substance active 
un compose selon l'une des revendications 1 a 10. 
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The present invention relates to novel peptides useful as 'luteinizing hormone release 
factor" (LRF) antagonists and production methods therefor. 

In particular, the invention relates to novel octapeptides represented by the formula 

R r Trp-Ser-Tyr-R 2 -Leu-Arg-Pro-R 3 
and their salts, where R x is Z-Gln, Z-Gln (bzl), Bhoc-Gln, Boc-His (bzl), Z-His (bzl), 
Boc-Ser (bzl), Boc-Pro, Z-Leu, Boc-Leu, Z-Tyr (bzl), Z-Ile, Boc-Cys (bzl), Z-Phe or Z- 
Ser (bzl), R 2 is D-Phe, Z)-Ala, D-Leu, D-Trp, D-Tyr, D-Tyr (Me), D-Ser, D-Met, D-Arg, 
D-Val, D-His, D-Gln, D-Phs, D-Thr, D-Pro, or D-Asn, and R 3 is NH 2 , NH (lower alkoyl), 
N (lower alkoyl) 2 , NH-benzyl, NHCH 2 CH 2 N (lower alkoyl) 2 , or NHCH 2 CH 2 S0 2 NH- 
benzyl; and certain peptides intermediates and their salts used in preparation of these 
compounds. In Formula I, the classical symbols are used for the amino acid residues of 
the peptides and the protective groups linked to them, and each one must be construed as 
having the following meaning: Trp, Z-tryptophyl; Ser, L-seryi; Try, L-tyrosyl; Leu, L- 
leucyl; Arg, L-arginyl; Pro, Z-propyl; Z-Gln, Na-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl; Z-Gln 
(bzl), Na-benzyl-Na-benzyloxycarbonyl-Z-glutaminyl; Bhoc-Gln, Na- 
benzhydryloxycarbonyl-Z-glutaminyl; Boc-His (bzl), Na-butoxycarbonyl-N^-benzyl-Z- 
histidyl; Z-His (bzl), Na-benzyloxycarbonyl-N^-benzyl-L-histidyl; Boc-Ser (bzl), O- 
benzyl-Na-/-butoxycarbonyl-Z-seryl; Boc-Pro, Na-r-butoxycarbonyl-Z-propyl; Z-Leu, 
Noc-benzyloxycarbonyl-Z-leucyl; Boc-Leu, N<x-/-butoxycarbonyl-Z,-leucyl; Z-Tyr (bzl), O- 
benzyl-Na-benzyloxycarbonyl-L-tyrosyl; Z-Ile, Na-benzyloxycarbonyl-L-isoleucyl; Boc- 
Cys (bzl), S-benzyl-Na-r-butoxycarbonyl-Z-cysteinyl; Z-Phe, Na-benzyloxycarbonyl-L- 
phenylalanyl; Z-Ser (bzl), O-benzyl-Na-benzyloxycarbonyl-L-seryl; D-Phe, D- 
phenylalanyl; D-Ala, Z)-alanyl; D-alanyl; D-Leu, D-leucyl; D-Trp, D-tryptophyl; D-Tyr, 
D-tyrosyl; D-Tyr (Me); O-methy 1-D-tyrosy 1 ; D-Ser, Z)-seryl; D-Met, D-methionyl; D-Arg, 
D-arginyl, Z)-Val, D-valvyl; D-His, D-histidyl; D-GIn, D-glutaminyl; D-Phs, D- 
phenylseryl (erythro or threo); D-Thr, D-threonyl; D-Pro, D-prolyl; and D-Asn; D- 
asparaginyl. Moreover, the expression "lower alkoyl" must be construed as designating a 
portion of a branched or cyclic straight-chained saturated hydrocarbon having up to six 
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Formula I will also be used in the formulas that follow for other compounds and each of 
these symbols must be construed as having the meaning indicated hereinabove. 

According to the present invention, Formula I compounds and their acid addition salts are 
produced by reacting an azide, represented by the formula 

X-N 3 

n 

with a compound with the formula 

Y-Pro-R 3 

m 

in a nonreactive solvent medium, preferably dimethylformamide, or a 
dimethylformamide-tetrahydrofuran mixture, where X is R r Trp-Ser-Tyr, R r Trp-Ser- 
Tyr-R 2 , or R r Trp-Ser-Tyr-R 2 -Leu, Y is Arg, Leu-Arg, and R 2 and R 3 are as defined 
above. The compounds with formulas II and in are chosen for reaction such that the 
resultant product is an octapeptide with Formula L 

The azide with Formula II is prepared and used in situ while the compound with Formula 
HI is used with the Arg group in the form of an acid addition salt of a strong acid such as 
hydrochloride or trifluoroacetate. The two constituents, II and HI, are generally made to 
react in approximately equimolar quantities at temperatures between approximately - 
30°C and approximately 30°C for sixteen to fifty hours, but temperatures of between 
30°C and 50°C can be used with a shortened reaction time. 

The Formula I compounds are preferably isolated in the form of an acid addition salt but, 
if desired, can be isolated in the form of a free base. 
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The peptide-azide compounds used as reactants in the above method are normally 
prepared in situ by reacting a peptide hydrazide with the formula 

X-NHNH 2 
IV 

where X is as described above, with a lower alkoyl nitrite, preferably isoamyl nitrite, in 
the presence of an acid in an inert solvent medium such as dimethylformamide, and the 
resulting azide is then reacted as described above without isolation. The preferred acid 
for use in the azide preparation is a hydrochloric acid solution in dimethylformamide or 
tetrahydrofuran; between 3 and 6 acid equivalents are used for each hydrazide (Formula 
IV) equivalent. The azide is prepared at a temperature between -60° and 10°C. After 
formation in situ of the Formula II azide and before the later peptide-azide reaction with 
the Formula in compound to form the octapeptide product I, a tertiary amine such as 
triethylamine is added to the reaction mixture to neutralize the acid used. These azides 
are also part of the invention. 

The peptide-hydrazides with Formula IV above are prepared by various methods. Some 
of these compounds can exist in the form of acid addition salts such as hydrochloride, 
sulfate, acetate, citrate, trifluoroacetate, etc. salts, and these salts are included in the 
invention. The Formula IV hydrazide, where X is as described above, is prepared by 
reacting an ester with formula 

X-OR4 V 

where X is as defined above and R4 is a lower alkoyl group, preferably methyl, with 
excess hydrazine (1:1. 1 to 100) preferably in the form of its hydrate, in an organic solvent 
such as dimethylformamide, methanol, ethanol, etc. The reaction is generally conducted 
at room temperature but temperatures between 5°C and 100°C can be used for periods 
ranging between approximately 30 minutes and approximately 200 hours, preferably for 
approximately 72 hours. 
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The Formula V esters are prepared by reacting a compound with the formula 

X'-ORj 
VI 

wherein R4 is as defined above and X 1 is Trp-Ser-Tyr, R 2 -Leu, Trp-Ser-Tyr-R 2 , Trp-Ser- 
Tyr-R 2 -Leu, or Leu where R 2 is as defined above or a salt of a compound VI provided a 
basic center is present in R 2 , with a compound having the formula 

X n -OH 
VII 

where X n is R ls R, -Trp-Ser-Tyr, or R r Trp-Ser-Tyr-R 2 in an organic solvent such as 
dimethylformamide. This coupling reaction can be conducted in a number of ways. 
Initially, it can be conducted at a temperature of approximately -10°C for two hours, 
followed by approximately 24 hours at room temperature, using compound VII in the 
form of its pentachlorophenyl ester and triethylamine. A second technique also uses 
dimethylformamide as the solvent and a temperature of -10°C to 0°C for the first three 
hours, followed by two days at room temperature, using 1-hydroxybenztriazole and 
dicyclohexylcarbodiimide to favor the reaction. A third technique involves converting the 
Formula VII compound into its methyl ester by normal esterification reactions, or the 
ester can be obtained directly by synthesis as described in an example below. 

The methyl ester is then converted into the corresponding hydrazide according to the 
indicated method for preparing Formula IV hydrazides and this substance is converted 
into the corresponding azide using the method described for preparing the Formula II 
compound and coupled with a Formula VI compound according to the azide coupling 
techniques described hereinabove. 

Using the general techniques above in the appropriate order, any of the desired Formula 
V esters can be built. 
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The Formula VI esters not already reported in published technical literature are prepared 
by the same method as indicated for preparation of Formula V compounds according to 
which a compound with Formula 

X m -OH 

is combined with a compound with formula 

X IV -OR4 

where X m is Trp, R 2 , or Trp-Ser-Tyr, the terminal amino group is protected by a 
benzyloxycarbonyl, benzhydryloxycarbonyl, or r-butoxycarbonyl group, X w is R 2 , Leu, 
R 2 -Leu, Ser-Tyr or Ser-Tyr-R 2 -Leu and R4 is as defined above, after which the 
benzyloxycarbonyl or benzhydryloxycarbonyl group is eliminated by dissolving the 
product in methanol, after which treatment is conducted with a palladium-on-carbon 
catalyst in the presence of molecular hydrogen for a period of approximately two and a 
half hours at room temperature or the f-butoxycarbonyl group is eliminated by mild acid 
decomposition using a dilute aqueous acid, such as hydrochloric acid or trifluoroacetic 
acid. 

All the compounds with formula X m -OH are compounds known in a nonprotected form 
with the exception of Trp-Ser-Tyr-OH. Although most of the protected compounds are 
also known, those which do not appear in the published technical literature are prepared 
by reacting carbobenzoxy chloride or benzhydryloxycarbonyl chloride with the 
appropriate amino acid in the presence of a base according to the general methods used 
in peptide chemistry to introduce protective groups or by reacting /-butoxycarbonylazide 
with the appropriate amino acid according to the method described in the text: Solid 
Peptide Synthesis, J.M. Stewart and J.D. Young, W.H. Freeman and Company, San 
Francisco (1969), p. 28. The protected tripeptide is preferably obtained by the coupling 
techniques described hereinabove using tryptophan protected with Ser-Tyr-OR4 where R4 
is as defined above. The Ser-Tyr-OR4 is obtained by eliminating the protective group of 
the Ser-Tyr-OR4 carbobenzoxy derivative using the normal techniques described 
hereinabove. 
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The compound with formula X -OR4 where X is Leu is reported in the published 
technical literature and the method for preparing X IV -OR 4 where X™ is Ser-Tyr is 
indicated immediately above. When X IV is Ser-Tyr-R 2 -Leu, the X^-OH compound is 
prepared by coupling Ser-Tyr-OH protected with R 2 -Leu-OR4, where R 2 and R4 are as 
defined above, using the method described above employing an intermediate azide or 
coupling the two fragments with dicyclohexylcarbodiimide in a nonpolar solvent at room 
temperature until precipitation of dicyclohexylurea is complete, followed by elimination 
of the protective group using the techniques described above for this purpose. The R 2 - 
Leu-OR4 compounds are prepared by coupling the known protected R 2 -OH compound 
with known Leu-OR4 using the azide or dicyclohexylcarbodiimide techniques described 
above and the techniques for eliminating protective groups described above. When X^ is 
R 2 , the normal esterification techniques are used. 

The Formula VII compounds not already reported in the published technical literature or 
described in another part of the present specification are prepared using essentially the 
same method as indicated for preparation of Formula V compounds. A compound with 
formula 

X v -OH 

is combined with a compound with formula 

X VI -OR4 

where X v is R r Trp-Ser-Tyr and X^ is R 2 using the method described for preparation of 
Formula V compounds. Hydrolysis of the resulting esters using an alkali diluted in 
quantities only slightly greater than the equimolar quantity yields the free acid with 
Formula VII, or the ester can be used employing hydrazide and azide methods as 
described elsewhere for directly preparing the Formula VQ compound . 

The compounds with formula X n OH in which X u and R x are all known, with the 
exception of Bhoc-Gln which is prepared from benzhydryloxycarbonyl hydrazide, sodium 
nitrite, and L-glutamine using aqueous acetic acid as the solvent and a temperature of 
5°C. The formula X v -OH compounds in which X v is R r Trp-Ser-Tyr are prepared by 
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reacting a known R r OH compound with the Trp-Ser-Tyr-OR4 tripeptide according to the 
method described for preparation of Formula V compounds followed by hydrolysis of the 
ester, or the ester can be used via the hydrazide and azide coupling method as described 
elsewhere for directly preparing the Formula VII compound. 

The X VI -OR4 compounds are prepared from known D-amino acids by known 
esterification techniques. 

The Formula III compounds and their acid addition salts such as hydrochloride, sulfate, 
acetate, citrate, trifluoroacetate, benzoate, etc. salts are prepared by various methods. The 
novel Formula III compounds and their acid addition salts, which are also part of the 
invention, are those in which Y is Y' and Y' is defined as R 2 -Leu-Arg. The Formula m 
compounds and their acid addition salts in which Y, R 2 , and R 3 are as described above 
are prepared by eliminating the protective group by reduction or eliminating a protective 
group by acid decomposition from a compound with formula 

Y"-Pro-R 3 
VIII 

preferably in the form of its acid addition salt where R 3 is as defined above and Y" is 
Arg, Leu-Arg, or preferably R 2 -Leu-Arg, where the terminal amino group is protected by 
a group easily eliminated by reduction such as a benzyloxycarbonyl or 
benzhydryloxycarbonyl group, the compound being dissolved in a solvent such as a lower 
alkoyl alcohol, preferably methanol, using a noble metal catalyst such as palladium-on- 
carbon in the present of molecular hydrogen or by cleavage when the protective group is 
easily eliminated by acid decomposition such as the f-butoxycarbonyl group using an acid 
such as trifluoroacetic acid, hydrochloric acid, hydrobromic acid, etc. in an appropriate 
solvent system such as dioxane, dichloromethane, acetic acid, etc. The reduction or acid 
decomposition reactions are conducted between approximately 10°C and approximately 
50°C,. preferably at room temperature, for periods ranging from a few minutes to 
approximately 8 hours, preferably for approximately 15 minutes for the acid 
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decomposition reaction. The pH can be adjusted to convert the compound into its free 
base. 

The salts of the Formula Vm compound are prepared from methyl esters with the 
formula f 

Y''-Pro-OCH 3 .HCl 
DC 

where Y" is as described above, which are made to react with a compound chosen from 
ammonia, a lower alkoylamine, or a di(lower alkoyl)amine. The reactions are conducted 
at temperatures between approximately 5°C and approximately 60°C for a period of 
between a few hours and approximately ten days. When highly volatile amines are used, 
the reaction is conducted in a pressuretight closed system. 

It is also sometimes advantageous when R 3 H is less reactive to prepare Formula HI 
compounds from P-Pro-R 3 (ma) where P is an appropriate protective group such as 
benzyloxycarbonyl or /-butyloxycarbonyl. After elimination of the protective group of P- 
Pro-R 3 by the methods described above, the resulting Pro-R 3 can then be combined with 
Y"-OH by normal peptide chemistry techniques such as with dicyclohexylcarbodiimide 
in /-butanol. Elimination of the protective group from the resulting Y"-Pro-R 3 then gives 
the desired Formula HI compound (Y-Pro-R 3 ). 

The P-Pro-R 3 can be prepared by various methods including reaction of R 3 H with P-Pro- 
OH after the latter compound has been converted into an intermediate activated by means 
of dicyclohexylcarbodiimide, dicyclohexylcarbodiimide in combination with 
pentachlorophenol, with diphenylphosphoryl azide (Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 22, 859- 
63, 1975) or by the mixed anhydride method. 

The Formula DC compounds are prepared from known Pro-OCH 3 .HCl which is combined 
with protected Arg-OH, protected Leu-Arg-OH, or protected R 2 -Leu-Arg-OH as in the 
method indicated for preparation of Formula V compounds. A second method for 
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preparing certain formula IX compounds involves a combination of Arg-Pro-OCH 3 .HCl 
with known protected Leu-OH compounds or protected R 2 -Leu-OH compounds. 

In addition, Formula VIII compounds can be prepared by reacting protected Pro-OR4 
with an amine with formula R 3 H, where R 3 is as described above, using the reaction 
conditions indicated for preparation of Formula VEI compounds. The resulting product, 
protected Pro-R 3 , is converted into an unprotected compound by the methods indicated 
for eliminating a protective group from a Formula VIII compound. The formula Pro-R 3 
compounds are combined with known protected Arg-OH or protected Leu-Arg-OH 
compounds according to the method indicated for preparing Formula V compounds. 

Finally, the amide function can be introduced into a free acid with formula 

Y"-Pro-OH 

where Y" is as defined above using the general method described for preparing certain 
Formula VIII compounds and the resulting compound with the formula 

Y"-Pro-R 3 

is converted into an unprotected compound as described above in preparation of Formula 
HI compounds. 

As a variant, Formula EI compounds can be prepared by successive stages of 
combination and elimination of the protective group of a Y"-Pro-R 3 formula compound 
using protected Leu-OH, protected Arg-OH, protected Leu-Arg-OH, protected R 2 -OH, in 
an appropriate number and order, according to the method indicated for preparing 
Formula V compounds. 

The compounds according to the present invention form acid addition salts with any of 
the various inorganic and organic acids. Pharmaceutically acceptable acid addition salts 
are formed with acids such as hydrochloric, hydrobromic, sulfuric, phosphoric, acetic, 
succinic, citric, maleic, malic, gluconic, or pamoic acids, and acids of the same type. The 
invention includes acid addition salts in general, since any toxic salt can be converted 
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into the free base or into a pharmaceutical^ acceptable salt The free base and acid 
addition salt forms are convertible into each other by adjusting the pH or by using ion 
exchange resins. They can differ as far as their solubility properties are concerned, but 
are otherwise equivalent for the goals of the invention. 

In addition, the compounds according to the invention and their acid addition salts can 
exist in anhydrous forms or in solvated forms including hydrated forms. In general, the 
hydrated and the solvated forms with pharmaceutical^ acceptable solvents are equivalent 
to the anhydrous or non-sol vated form for the goals of the invention. Typical hydrates 
would be the hydrochlorides or sulfates referred to hereinabove in the form of their 
monohydrates. 

The octapeptides according to the invention are preselected as regards LRF antagonist 
activity in vitro using rat anterior pituitary cell cultures as described by Vale et al. 
[Endocrinology, 9L, 562 (1972)]. Inhibition of luteinizing hormone (LH) release triggered 
by LRF in the culture medium is the endpoint in this in vitro bioassay. The active 
peptides are then tested in vivo by the Humphrey et al. methods [Endocrinology, 92> 
1515, (1972)]. The antagonist activity is evaluated by inhibition of LH release triggered 
by LRF in the female rat and ovulation triggered by LRF in the rabbit. 

The results of the in vitro tests above conducted with certain preferred compounds are 
listed hereinbelow. 
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Table of Activity for In Vitro Testing in Rat Anterior Pituitary Cell Cultures 



Compound 


Molar Cone. 


Quantity of LH 


% LH release 






ng/cm 


inhibition 


Na-benzyloxycarbonyl-Z- 


5XKT 8 


11.16 


95 


glutaminyl-Z-tryptophyl-Z- 


lxlO -8 


19.91 


71 


seryl-Z-tyrosyl-D-phenylalanyl- 


5xl0 9 


30.85 


42 


L-leucyl-Z-arginyl-Z-propyl-N- 


lxlO" 9 


38.13 


23 


ethylamide . 1.125 HC1 


LRF (control) 


46.58 




solvated with 2 CH 3 OH. 


(5xl0' 10 ) 








saline solution 


9.10 






(control) 






Na-benzyloxycarbonyl-O- 


lxlO" 8 


9.16 


99 


benzyl-i-seryl-Z-tiryptophyl-L- 


6xl0" 9 


10.95 


93 


seryl-Z,-tyrostyl-£>- 


3.5xl0" 9 


11.16 


93 


phenylalanyl-Z-leucyl-Z- 


2xl0" 9 


14.48 


83 


arginyl-L-proline N-ethylamide 


lxlO- 9 


19.35 


68 


hydrochloride 1.5 HC1.2H 2 0 


6xl0 10 


25.41 


50 




2.5xl0 10 


29.88 


37 




lxlO" 10 


36.48 


18 




LRF (control) 


42.38 






3.5xl0' 10 








saline solution 


8.72 






(control) 






Na-benzyloxy-Nv-benzyl-Z,- 


2X10 -8 


10.77 


94 


glutaminyl-Z-tryptophyl-Z,- 


lxlO -8 


11.28 


92 


seryi-Z-tyrosyl-D-phenylalanyl- 


6xl0' 9 


15.07 


81 


L-leucyl-L-arginyl-Z-proline N- 


3.5xl0 9 


21.76 


61 


ethylamide hydrochloride. 


2 x 10- 9 


22.09 


60 


1HC1 2.5H 2 0 


lxlO" 9 


23.66 


56 




6xl0 10 


25.13 


51 




2.5xl0 10 


35.62 


20 




lxlO 10 


30.60 


35 




LRF (control) 


42.38 






3.5xl0- 10 








saline solution 


8.72 






(control) 







The luteinizing hormone release factor (LRF) is known to be formed in the mammal 
hypothalamus from which it is released and transported by the hypothalamohypophysial 
portal system to the anterior pituitary where it stimulates secretion of luteinizing 
hormone. It is known that secretion of luteinizing hormone, in its turn, elicits ovulation in 
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experimental animals. Thus, the LRF can be used to cause ovulation in animals. (For 
information on this structure of LRF, which has also been called luteinizing hormone 
releasing hormone, or LH-RH, and its biological activity, see Science, Vol. 174, no. 
4008, October 29, 1971, pages 511-512). Thus, the octapeptides according to the 
invention are useful as contraceptives to control ovulation and limit fertility. 

For medicinal purposes, the compounds are administered to the patients to inhibit 
ovulation and hence control fertility. A proposed dosage level and administration route is 
1 to 10 mg (free base equivalent) per kilogram of body weight by injection, preferably by 
intramuscular injection). 

The invention is illustrated by the following examples. 
Example 1 

Na-BENZYLOXYCARBONYL-Z-GL 
TYROSYL-D-ALANYL-Z-LEU^ 

A) Na-benzyloxycarbonvl-P-alanine 

24 g benzyloxycarbonyl chloride and 35 cm 3 4N sodium hydroxide are added 
simultaneously dropwise to a 12.5 g solution of D-alanine in 70 cm 3 2N sodium 
hydroxide, cooled over ice and agitated. The pH is maintained between 10 and 12 using a 
pH electrode in the reaction vessel. The reaction mixture is agitated for a further hour at 
4°C then treated by extraction with 100 cm 3 ethyl oxide and acidified to a pH of 3 with 
concentrated hydrochloric acid. The product precipitates, is separated by filtration, and 
dried in air; 23.5 g, melting point 82-85°C; [ot] D 25 + 14.8° (c 1, IN acetic acid). A second 
yield can be obtained from the filtrate by concentration and cooling. 



THIS PAGE BUNK (uspto) 



b) Na-benzyloxvcarbonvl-D-alanyl-Z-leucine methyl ester 

A solution of 8.92 g Na-benzyloxycarbonyl-Z)-alanine, 7.28 g leucine methyl ester 
hydrochloride, and 5.4 g 1-hydroxybenztriazole in 100 cm 3 dimethylformamide is cooled 
to 10°C under agitation and treated with 5.6 cm 3 triethylamine. The mixture is agitated 
for 10 minutes at -10°C and treated with 8.6 g of dicyclohexylcarbodiimide. It is then 
agitated at -10°C for 15 minutes, raised to 0°C, and agitated at 10°C for two hours, after 
which it is agitated overnight at 20°C The mixture is heated to 50°C and agitated for two 
hours. 

The reaction mixture is filtered, while washing with 20 cm 3 dimethylformamide. The 
solvent is then eliminated under negative pressure at 40°C leaving a thick oil. The oil is 
dissolved in 400 cm 3 ethyl acetate and washed with four portions of 25 cm 3 of 5% 
sodium bicarbonate solution; twice with dilute hydrochloric acid (IN); twice with a 
saturated sodium chloride solution, and the solution is dried on anhydrous magnesium 
sulfate, filtered, and evaporated at 40°C under negative pressure into a crystalline solid. 
The solid substance is covered with 40 cm 3 petroleum ether, 10 cm 3 ethyl oxide is added, 
and the solid is fragmented and separated by filtration. The product has a melting point of 
67-70°C and has a [ot] D 25 of -9.9 (c 2.04, methanol). 

c) Z)-alanyl-Z,-leucine methyl ester hydrochloride 

A solution of 7 g Na-benzyloxycarbonyl-D-alanyl-L-leucine methyl ester in 100 cm 3 of 
methanol and 22 cm 3 of 0.95N hydrochloric acid in methanol is agitated with 500 mg of 
20% palladium-on-carbon catalyst in hydrogen at a pressure of 2.54 cm water until thin- 
layer chromatography of a sample indicates complete conversion (3 to 6 hours). The 
solution is filtered to eliminate the catalyst and evaporated until a foam forms. By 
dissolution in 50 cm 3 chloroform and precipitation by ethyl oxide, an oil is obtained 
which is collected and dried at 45°C at a pressure of 1 mm. The oil is used in the next 
step without further purification. 
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d) Na-benzvloxvcarbonvl-L-servl-L-tyrosyl-L-alanyl-L-leucine methyl ester 

A solution of 8.33 g Na-benzyloxycarbonyl-L-seryl-L-tyrosyl hydrazide [see Hoffman, J. 
Am. Chem. Soc, 79, 1636 (1957)] in 160 cm 3 of dimethylformamide is cooled to -20°C 
and treated with 41 cm 3 of 2.92N hydrochloric acid in tetrahydrofuran. The solution is 
agitated for 10 minutes at -30°C and treated with 3.2 cm 3 isopentyl nitrite. The mixture is 
agitated between -30 and -10°C for 2 hours, cooled to -40°C, and treated with 19.6 cm 3 
triethylamine. It is then agitated for 5 minutes, a solution of 5.56 g £>-alanyl-Z,-leucine 
methyl ester hydrochloride in 30 cm 3 dimethylformamide is added, and the mixture is 
agitated at -10°C for one hour, cooled once more to -40°C, and left to stand overnight at 
22°C. The reaction mixture is heated to 50°C with agitation for 3 hours and filtered. The 
filtrate is evaporated at 40°C under negative pressure to an oil treated with ethyl acetate, 
filtered, and precipitated with ether and petroleum ether to yield a gum. The gum is 
treated with methanol and a small quantity of isopropanol to give a white crystalline solid 
which is separated by filtration and air-dried. The product has a melting point of 175- 
180°C. Recrystallization from a mixture of isopropanol, methanol, ether, and petroleum 
ether gives a substance with a melting point of 178-1 81°C; [a] D 25 -41.4° (c, 1.02, DMF); 
ultraviolet in methanol ^ 277 E x 1 27.4 

e) L-seryl-L-tyrosyl-D-alanyl-Z-leucine methyl ester hydrochloride 

A solution of 3 gNa-benzyl-oxycarbonyl-L-seryl-Z-tyrosyl-Z)-alanyl-Z-leucine methyl 
ester in 100 cm 3 methanol containing 3.7 cm 3 of 1.35N hydrochloric acid in methanol is 
agitated with 200 mg of 20% palladium-on-carbon catalyst at a hydrogen pressure of 2.54 
cm water for 3 hours. Thin-layer chromatography of samples of the solution shows 
disappearance of the starting material in approximately 2 hours. The reaction mixture is 
filtered to eliminate the catalyst and the filtrate is evaporated at 30-40°C to give the 
product in the form of a foam. The product is used without further purification. 
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f) Na-benzvloxvcarbonyl-L^ methyl ester 

The product formed in e) is treated with 1.7 g of Na-benzyloxycarbonyl-Z-tryptophan, 25 
cm 3 dimethylformamide, and 680 mg 1-hydroxybenztriazole. The mixture is agitated to 
give a solution, cooled to -10°C, and treated with 0.7 cm 3 triethylamine, agitated for 15 
minutes, and added to 1.2 g dicyclohexylcarbodiimide. The mixture is agitated between - 
10 and -5°C for one hour and between -5 and 20°C overnight. It is then agitated between 
60°C and -30°C for one hour and filtered. The filtrate is evaporated under negative 
pressure and the residue is dissolved in 30 cm 3 methanol and a little ethyl acetate. 
Additional of ethyl oxide gives a precipitated oil which is reprecipitated from methanol 
with ethyl oxide and petroleum ether. The precipitated oil is separated by decanting and 
treated with ethyl acetate with a little ethanol. When it is left to stand, a solid separates 
out and additional ethyl acetate is added to enhance crystallization. The product is 
separated by filtration and air-dried. Additional material is obtained from the 
precipitation mother liquors. Purification is carried out by partial dissolution in absolute 
ethanol with agitation, and filtration, and the ethanol filtrate is evaporated into a foam 
and agitated with ethyl acetate. The white solid thus obtained has a melting point of 144- 
147°C. The product is chromatographed on silica gel in chloroform and the product is 
obtained from the first eluates. It is crystallized from a small quantity of ethyl acetate to 
give a gel and then from methanol to give a product with a melting point of 1 15-120°C; 
[ot] D 25 - 22.3° (c 0.99, methanol). 

6) Z-tryptophyl-Z-seryl-Z>-tyrosyl-Z)-alanyl-L-leucine methyl ester hydrochloride 
A solution of 1.58 g Na-benzyloxtycarbonyl-Z-tryptoph 

leucine methyl ester in 100 cm 3 of methanol with 1.6 mL of 1.3N hydrochloric acid in 
methanol is agitated with 150 mg of palladium-on-carbon at a hydrogen pressure of 2.54 
cm of water for two and a half hours. Thin-layer chromatography of samples of the 
solution shows that the starting material disappears in about two hours. The catalyst is 
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eliminated by filtration and the filtrate is evaporated at 40°C under negative pressure. 
The residue is used without further purification. 

h) Na-benzyloxvcarbonvl-Z-d\^ 
methyl ester 

The product of g), 560 mg of Na-benzyloxycarbonyl-Z-glutamine, and 270 mg 1- 
hydroxybenztriazole are dissolved slowly in 20 cm 3 of dimethylformamide at 25°C. The 
solution is cooled to -10°C and 0.28 cm 3 of triethylamine is added. The mixture is 
agitated for 15 minutes and treated with 570 mg of dicyclohexylcarbodiimide. The 
mixture is then agitated between -10 and -5°C for one and a half hours and between -5 
and 20°C overnight. It is then agitated between 30 and 45°C for two hours, cooled, and 
filtered (washed with a little dimethylformamide) and the filtrate is evaporated at 40°C 
under negative pressure. Treatment of the residue with methanol produces a gel which is 
fragmented and separated by filtration. The product is then treated with 20 cm 3 
dimethylformamide while being heated, 20 cm 3 methanol is added, the solution is treated 
with activated charcoal, and filtered. The filtrate is evaporated under negative pressure 
and the residue is treated with methanol to produce a gel which is separated by filtration 
and washed with a little methanol and a little anhydrous ether. The solid can be agitated 
in anhydrous ether. The solid can be agitated in anhydrous ether, separated by filtration, 
and dried at 55°C under negative pressure, when it has a melting point of 233-235°C; 
[a] D 25 -36° (c, 1.03, DMF). 

i) Na-benzvloxvcarbonyl-I-glu^ 
hydrazide 

A solution of 1.57 g of Na-benzyloxycarbonyl-L-glutaiminyl^ 
tyrosyl-D-alanyl-Z-leucine methyl ester in 20 cm 3 dimethylformamide and 20 cm 3 
methanol is treated with 1.5 cm 3 hydrazine hydrate and left to stand at room temperature 
for 72 hours. A solid gelatinous substance separates. The solvent is decanted and the 
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residue is agitated with 15 cm 3 methanol and filtered. The residue is agitated with 
methanol and ether and filtered. The product is dried at 50°C under negative pressure to 
yield 1.58 g of product, melting point 235-240°C. 

0 Na-benzyloxvcarbonvl-I-arginvl-L-proline methyl ester hydrochloride 

A mixture of 25 g of n a -benzyloxycarbonyl-L-arginine, 13.5 gZ-proline methyl ester 
hydrochloride, and 1 1 g of 1-hydroxybenztriazole in 200 cm 3 dimethylformamide is 
dissolved slowly with agitation for one hour. The mixture is cooled to 0°C, treated with 
17 g dicyclohexylcarbodiimide, and agitated for several hours with cooling and then 
overnight at room temperature. The mixture is then heated to 30-50°C with agitation for 
2 hours and left to stand overnight at room temperature. The mixture is filtered, rinsed 
with a little dimethylformamide, and the filtrate is evaporated at 40°C under negative 
pressure until an oily residue forms. The oil is dissolved in a small quantity of methanol 
and added slowly to 500 cm 3 ethyl oxide with vigorous agitation. The dispersed droplets 
solidify and the solid is fragmented and separated by filtration. The product is then 
purified by dissolution in warm methanol and addition of ethyl acetate until cloudiness 
appears and then addition of ether to the point of opacity. The solution is seeded and 
swirled to crystallize and cooled to complete the crystallization. The product is separated 
by filtration and has a melting point of 125-120°C. Two recrystallizations from ethyl 
ether methanol acetate raise the melting point to 130-135°C; [ot] D 25 -66° (c 1.01, 
methanol); ultraviolet in methanol 257 E x l 4.5. Recrystallization in chloroform gives 
a substance with a melting point of 165-167°C; [a] D 25 -63° (c 1.02, methanol); ultraviolet 
in methanol 4.7. 

k) Na-benzvloxvcarbonvM-arginvl-Z-propyl-N-ethylamine hydrochloride 

2 g of Na-benzyloxycarbonyl-Z-arginyl-I-proline methyl ester hydrochloride is added to 
a cold solution of 9.7 g ethylamine in 50 cm 3 methanol. The mixture is left in a closed 
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pressuretight cylinder at room temperature, then heated from time to time to 40-45°C for 
8 days. It is then evaporated to a small volume under negative pressure. The residual 
solution is poured dropwise into agitated ethyl oxide to precipitate a white, slightly sticky 
solid which is dried under negative pressure; [a] D 25 -53° (c 1.02, methanol); ultraviolet in 
methanol X tmx 257 E } 1 4.2. 

1) L-arginyl-Z-propyl-N-ethylamide hydrochloride 

A solution of 8.7 g Na-benzyloxycarbonyl-L-arginyl-Z-propyl-N-ethylamide 
hydrochloride in 100 cm 3 methanol is agitated with 500 mg of 20% palladium-on-carbon 
catalyst under a hydrogen pressure of 2.54 cm of water for 3 hours. The catalyst is 
eliminated by filtration and the filtrate is evaporated under negative pressure and at 35- 
40°C. The residual foam is used without further purification. 

m) Na-benzyloxvcarbonyl-L-glutamin^^ 
leucyl-Z-arginyl-Z-propyl-N-ethvlamide 

A solution of 2.455 g of Na-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-tryptophyl-I-seryl-Z- 
tyrosyl-D-alanyl-L-leucyl hydrazide in 40 cm 3 of dimethylformamide is cooled to -20°C 
and treated with 6. 15 cm 3 of 2.56N hydrochloric acid in tetrahydrofuran. The agitated 
solution is then cooled to -25°C taking ten minutes and 0.45 cm 3 of isopentyl nitrite is 
added. The mixture is agitated between -35 and -20°C for four hours and 2.2 cm 3 
triethylamine then 1.44 g of L-arginine-Z-propyl-N-ethylamide hydrochloride and 0.42 
cm 3 triethylamine are added. The mixture is agitated between -30 and 15 °C for one and 
a half hours and at 20°C overnight. 

The mixture is then agitated between 30° and 50°C of three hours, cooled in ice, and 
filtered. The filtrate is evaporated at 50°C under negative pressure and the residue is 
treated with 40 cm 3 methanol and 1 cm 3 of 2.56 N hydrochloric acid in tetrahydrofuran. 
The solution is evaporated once again at reduced pressure to give an oil which is treated 
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in 30 cm 3 methanol, and 75 cm 3 ethyl acetate is added to precipitate triethylamine 
hydrochloride. The filtrate is separated and diluted with ethyl acetate to give a tan- 
colored precipitate. The solid is collected on a filter, after cooling, and is washed with 
ethyl acetate and dried under negative pressure. It liquefies at 154-157°C with formation 
of foam. 

The product is purified further by silica gel chromatography using 20 to 33% methanol in 
chloroform for elution. Thin-layer chromatography is used to evaluate the elution 
fractions and the fractions containing a single product are combined and evaporated to 
dryness. The residue is treated in 200 cm 3 of water, isolated by filtration through fine 
sintered glass, and freeze-dried to give a white solid. The product is then deposited from 
methanol-chloroform in the form of a gelatinous precipitate of Na-benzyloxylcarbonyl-Z- 
glutaminyl-L-byptophyl-Z-s^ 

ethylamide hydrochloride, which becomes granular by heating and standing and is 
isolated by filtration and freeze-dried after dissolution in water and filtration; ultraviolet 
in methanol 280 E, 1 58.0; [ot] D 25 -53° (c 1.0, methanol): [a] D 25 -29.6° (c 0.908, 1% 
CH3COOH). 

A solution of 100 mg of Na-benzyloxycarbonyl-Z-glutaminyl-£-tryptophyl-L-seryl-L- 
tyrosyl-D-alanyl-I-leucyl-Z-arginyl-L-propyl-N-ethylamide hydrochloride in a minimum 
quantity of water, 40 to 50 cm 3 , is placed on a Dowex 1x2 (acetate form) measuring 1.2 x 
37 cm. The substance is then eluted with water (150 cm 3 ), the fraction are freeze-dried, 
and the acetic acid salt of Na-benzyloxycarbonyl-Z-glutaminyl-Z-tryptophyl-L-seryl-i- 
tyrosyl-D-alanyl-L-leucyl-L-arginyl-L-prolyl-N-ethylamine is examined under ultraviolet 
in methanol (A^ 280 E x l 56.3) and as far as the chloride is concerned. Analysis 
indicates an acetate salt with 2 CH 3 COOH in the formula and 5 H 2 0 in the molecular 
formula. 
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Example 2 

Na-benzyloxycarbonvl-Z-glutaminyl-Z-t^ 
arginyl-Z-prolyl-N-ethylamide 

a) L-seryl-Z-tyrosine methyl ester hydrochloride 

70 cm 3 of methanol containing 6.67 cm 3 of 3N hydrochloric acid in tetrahydrofuran is 
added to a mixture of 8.328 g of Na-benzyloxycarbonyl-Z-seryl-L-tyrosine methyl ester 
(see Fischer and Whetstone, J. Am. Chem. Soc, 76, 5076 (1954)) and 500 mg of 20% 
palladium-on-carbon catalyst, and the mixture is agitated at a hydrogen pressure of 2.54 
cm of water for three hours. The mixture is filtered to eliminate the catalyst and the 
filtrate is evaporated to dryness under negative pressure to give a residue of Z,-seryl-Z- 
tyrosine methyl ester hydrochloride which is usable without further purification. 

b) Na-benzyloxycarbonyl-L-tryptophyl-Z-servl-L-tyrosine methyl ester 

The product of a) above and 1 1.7 g of N-benzyloxycarbonyl-L-tryptophan 
pentachlorophenyl ester (see Kovacs et al., J. Org. Chem., 32, 3696 (1967)) are dissolved 
in 60 cm 3 dimethylformamide, the solution is cooled to -10°C under agitation, and it is 
treated with 28 cm 3 triethylamine. The mixture is agitated for one and a half hours at 
-10°C and left to warm to room temperature under agitation overnight. The mixture is 
filtered and the filtrate is evaporated at 50°C under negative pressure. The residue is 
dissolved twice in methanol and the solvent is eliminated under negative pressure. The 
residue is then treated with 30 cm methanol and precipitated by addition of 300 cm 
ether and 100 cm 3 petroleum ether. The precipitated oil is isolated by decanting and 
agitated with 30 cm 3 of warm ethyl acetate. The product is obtained by cooling and 
precipitation by addition of ether and petroleum ether. It is purified once more, repeating 
precipitation from methanol with petroleum ether. The supernatant liquid is eliminated 
by decanting and the oil is dried at 50°C under negative pressure. The product thus 



« 
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obtained is a tan-colored foam which can be crystallized from methanol, ether, and 
petroleum ether by seeding; melting point 149-152°C; [a] D 23 -1.8° (c 1.00, methanol); 
ultraviolet in methanol, 289.5 E^ 92, 280 E^ 122. 

c) L-tryptophyl-L-seryl-Z-tyrosine methyl ester hydrochloride 

75 cm of methanol containing 1.7 cm of 3N hydrochloric acid in tetrahydrofuran is 
added to a mixture of 3. 1 g of N-beiizyloxycarbonyl-L-tryptophyl-Z-seryl-L-tyrosine 
methyl ester and 200 mg of 20% palladium-on-carbon catalyst, and the mixture is 
agitated under a hydrogen atmosphere for two and a half hours. The mixture is filtered to 
eliminate the catalyst and the filtrate is evaporated under negative pressure to give a 
residue of Z-tryptophyl-L-seryl-L-tyrosine methyl ester hydrochloride which is usable 
without further purification. 

d) Na-beix^loxycarbonyl-Z-glutam methyl ester 

A mixture of the product of c) above, 1.4 g of Na-benzylbxycarbonyl-Z-glutamine, 670 
mg of 1-hydroxybenztriazole, and 50 cm 3 of dimethylformamide is agitated and cooled to 
-10°C and 0.7 cm of triethylamine is added. After fifteen minutes, it is treated with 1.2 g 
of dicyclohexylcarbodiimide and agitated for several hours at -10 °C, then at room 
temperature for two days, and finally left to stand for three additional days. The solution 
is filtered and the filtrate is evaporated at 50°C under negative pressure. The residue is 
precipitated from methanol with water then crystallized three times from methanol; 
melting point 245-248°C; [a] D 25 -4.4°, (c 1, DMF); ultraviolet in methanol 290 E^ 
75.7; 280 E^ 100. 



THIS PAS! BLANK (uspto) 



22 



3) Na-tenzyloxycarbonyl-Z^ hydrazide 

A solution of 1.6 g of Na-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-I-tryptophyl-Z-seryl-Z- 
tyrosine methyl ester in 17 cm 3 of dimethylformamide is cooled to 30°C and treated with 
3 cm 3 hydrazine hydrate. The mixture is held at 30°C for half an hour. The solution is 
filtered and the filtrate is heated to 50-60°C for ten minutes then left to stand overnight at 
25°C. The solid substance is separated by filtration and washed with methanol. The wet 
solid is boiled in 25 cm 3 methanol, left to cool, and separated by filtration, washing with 
methanol and ether. The product is dried at 50°C under negative pressure; melting point 
260-270°C; [a D 25 -10.0° (c 1, DMF); ultraviolet in methanol ^ 289.7 E/ 77.2; !U 
279 E, 1 102. 

f) Na-benzvloxvcarbonvl-L-leucvM-arginvl-L-prolvl-N-ethylamide hydrochloride 

A solution of 18.6 g Z-arginyl-L-prolyl-N-ethylamide hydrochloride (Ex 1.1) and 7.2 g of 
Na-benzyloxycarbonyl-Z-leucine p-nitrophenyl ester in 30 cm 3 dimethylformamide is left 
to stand for four days, heated at 50°C for half an hour, and evaporated under negative 
pressure at 40°C to give an oil. A solid is obtained by silica gel chromatography, eluting 
with chloroform with an increasing percentage of methanol. The choice of fractions is 
made after thin-layer chromatography analysis and the product is obtained in the solid 
state by precipitation from methanol with ethyl acetate and then by pouring a methanol 
solution dropwise into ethyl oxide. The solid is dried at 40°C under negative pressure; 
[ok 25 -68.4° (c 1, methanol); ultraviolet in methanol 7^ max 257 E/ 3.5. 

g) Z-leucyl-Z-argmyl-L-propyl-N-ethylamide hydrochloride 

400 mg of 20% palladium-on-carbon catalyst is added to a solution of 1.8 g 
Na-benzyloxycart)onyl-L-leucyl-L-arginyl-A-prolyl-N-ethylamide hydrochloride in 100 
cm 3 methanol and the mixture is agitated in a hydrogen atmosphere for 4 hours. 
Disappearance of the starting substance is determined by thin-layer chromatography of 
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samples of the solution. The catalyst is eliminated by filtration and the filtrate is 
evaporated to dryness. The product is used without further purification. 



h) Na-benzyloxvcaibonyl-Z^^ 
hydrochloride 

A mixture of the product of g) above, 900 mg of Na-benzyloxycarbonyl-Z)-phenylalanine 
(see Yajima and Kubo, J. Am. Chem. Soc., 87, 2039 (1965) and 400 mg of 1- 
hydroxybenztriazole is dissolved in 40 cm 3 dimethylformamide and then cooled and 
treated with 700 mg dicyclohexylcarbodiimide. The mixture is agitated at 23°C for three 
days, and filtered, and the filtrate is evaporated at 50°C under negative pressure. The 
residue is obtained in the solid state by repeated precipitation from methanol using ether 
and using ethyl acetate and ether; it liquefies at 130-135°C; [ct] D 23 -69° (c 1.02, 
methanol); ultraviolet in methanol 258 E } 1 5.8. 

i) Na-benzyloxvcarbonvl-I-dutamm^^ 
leucyl-ZTarRinvM-prolyl-N-ethvlamide 

A solution of 3.75 gNa-benzyloxycarbonyl-D-phenylalanyUi-leucyl-Z.-arginyl-Z-prolyl- 
N-ethylamide in 100 cm 3 of methanol is agitated with 500 mg of 20% palladium-on- 
carbon catalyst and reduced in a hydrogen atmosphere with agitation at room temperature 
for three hours. Disappearance of the starting material is monitored by thin-layer 
chromatography. The catalyst is eliminated by filtration and the filtrate is evaporated at 
40°C under negative pressure. The residue is dissolved in 30 cm 3 of dimethylformamide 
and used in the azide coupling hereinbelow. 

A suspension of 4.16* of Na-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-Z-tryptophyl-L-seryl-I- 
tyrosyl hydrazide in 90 cm 3 dimethylformamide is dissolved by adding 16.4 cm 3 of 2.08 



* No unit given. Translator. 
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N hydrochloric acid in tetrahydrofuran at 10°C with agitation. The solution is cooled to 
25°C and treated with 0.88 cm 3 isopropyl nitrate for three hours between -10 and -20°C 
and then with 4.8 cm 3 triethylamine at -40°C. The azide solution thus obtained is treated 
with the above Z)-phenylalanyl-Z-leucyl-Z«arginyl-Z-proIyl-N-ethylamide hydrochloride 
solution using 10 cm 3 dimethyiformamide to rinse the flask. The mixture is then agitated 
for two hours between -10 and 5°C for 2 days at room temperature. The mixture is 
filtered and the filtrate is evaporated at 50°C under negative pressure. 

The residual product is dissolved in warm methanol (30 cm 3 ) and 30 cm 3 ethyl acetate is 
added slowly with swirling agitation. Anhydrous ethyl oxide (200 cm 3 ) is added in 
portions with swirling until all the oil has precipitated. The ether solution is separated 
from the oil by decanting and the oil is then agitated with anhydrous ether (100 cm 3 ) until 
it becomes a solid tan-colored substance and the solid is isolated by filtration, washed 
with anhydrous ether, and air-dried (8.8 g). This solid is dissolved in methanol (15 cm 3 ) 
by heating and ethyl acetate (20 cm 3 ) and anhydrous ethyl oxide (5 cm 3 ) are added. A 
small quantity of a gray solid precipitates and is isolated by filtration and rinsed with a 
mixture of ethyl acetate (5 cm 3 ) and methanol (5 cm 3 ). Anhydrous ether (10 cm 3 ) is 
added to the filtrate and the washing liquids until cloudy, the solution is heated, then left 
to stand at 20°C until a solid separates, after which it is cooled in ice water. The solid is 
isolated by filtration, rinsed with a mixture of methanol (10 cm 3 ), ethyl acetate (10 cm 3 ), 
and ether (10 cm 3 ) and dried at 50°C under negative pressure (2.1 g, yield I). 

The filtrate and the washing liquids are diluted with ethyl acetate (150 cm 3 ) and agitated 
by swirling to precipitate a semisolid oil and the oil is decanted from the solvent. The oil 
is dissolved in a minimum of warm methanol, the solution is left to cool overnight and 
the solid is separated by filtration and dried at 50°C under negative pressure (4. 1 1 g). 
This solid is dissolved in methanol (75 cm 3 ) by heating over a boiling water bath and the 
light solution is concentrated (50 cm 3 ) by a hot air stream and left to stand at 25°C for 
several hours, then cooled in ice, and the solid is isolated by filtration, yield H 
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Yields I and II are combined and agitated in methanol (75 cm 3 ), left to stand overnight at 
20°C, cooled in ice, and separated by filtration; the solid is rinsed with a mixture of 
methanol (15 cm 3 ), ethyl acetate (15 cm 3 ), and ethyl oxide (17 cm 3 ) and dried at 50°C 
under negative pressure, 4.4 g. This solid is dissolved in warm methanol (200 cm 3 ), the 
solution is filtered, and the light filtrate is concentrated while hot to 75 cm 3 in a stream of 
filtered air and left to stand at 20°C for five hours. The solid is isolated by filtration and 
rinsed with a mixture of methanol (15 cm 3 ), ethyl acetate (15 cm 3 ), and ether (10 cm 3 ), 
and partially dried. The solid is agitated once again with warm methanol (50 cm 3 ) and 
left to stand overnight at 25°C, cooled in ice, filtered, washed with 40 cm 3 of mixed 
solvents, and dried at 50 °C under negative pressure to give 3.02 g of Na- 
benzyloxycarbonyl-Z-glutaminyl-Z^ 

L-arginyl-L-propyl-N-ethylamide hydrochloride [oc] 0 23 -71° (c 1.004, methanol); 
ultraviolet in methanol 289.5 E x l 44.3; 280 Ei 1 57.8; [a] D 23 -27.4° (c 1.03, 
DMF). 

A solution of 300 mg of Na-berLzyloxycarbonyl-Z-glutamin^ 

tyrosyl-D-phenylalanyl-I-leucy^^ in 100 

cm of methanol is placed on a Dowex 1x2 resin column (acetate form) measuring 1 .8 x 
23 cm, and the substance is eluted with methanol and collected in 40 cm 3 fractions. 
Fractions 2 to 5 yield an insoluble product when left to stand. They are combined and 
filtered and the filtrate is concentrated to 30 cm 3 and diluted with ether (150 cm 3 ). The 
product that precipitates is isolated by filtration, washed with ether, and dried at 50°C 
under negative pressure to yield an Na-benzyloxycarbonyl-A-glutaminyl-A-tryptophyl-L- 
setyl-L-tyrosyl-D-phenylalanyl^ acetate salt 

[a] D 23 -29° (c 1.00, DMF); ^ 41.7 280 54.3. 
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Example 3 

Na-benzyloxvcarbonvl-L-d^ 
leucvl-I-arginyl-Z-prolyl-N-ethvlamide 

a) Na^butoxycarbonvl-ZMrvrt^ 
hydrochloride 

A 1.2 g solution of Na-benzyloxycarbonyl-Z-leucyl-Z-arginyl-Z-prolyl-N-ethylamide 
hydrochloride (Ex. 2f) in 50 cm 3 of methanol is treated with 200 mg of a 20% palladium- 
on-carbon catalyst and agitated in a hydrogen atmosphere for three hours. Disappearance 
of the starting substance is tracked by thin-layer chromatography. The catalyst is 
eliminated by filtration and the filtrate is evaporated and the residue treated with 0.608 g 
of Na-/-butoxycarbonyl-D-tryptophan and 275 mg of 1-hydroxybenztriazole in 30 cm 3 
dimethylformamide. The solution is cooled to -10°C and treated with 500 mg 
dicyclohexyldicarbodiimide. The mixture is agitated at -10°C for one hour and then 
between 20 and 30°C for twenty-four hours. The solution is filtered and rinsed with a 
little dimethylformamide. The filtrate is evaporated at 40°C under negative pressure. The 
residue is purified by dissolution in methanol and ethyl acetate and agitated in ether. The 
solid substance is re-precipitated from methanol with ether and dried at 40°C under 
negative pressure; it decomposes at 160-165°C; ultraviolet in methanol ^ 290 E x l 
60.5; A™x281 E, 1 68.5; A^ x 273 E, 1 64.2. 

b) D-tryptophvl-Z-leucvl-Z-arginyl-Z-prolvl-N-ethvlamide dihvdrochloride 

The /-butoxycarbonyl protective group is eliminated from the product of a) by dissolving 
1.3 g in 14 cm 3 methanol and treating the solution with 14 cm 3 2N hydrochloric acid in 
tetrahydrofiiran. After half an hour, the solution is evaporated under negative pressure at 
30°C. The residue is precipitated from 15 cm 3 methanol and the solution is poured 
dropwise into 100 cm 3 anhydrous ether under agitation; the solid substance is separated 
by filtration, washed in ether, and dried at 50°C under negative pressure. 
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c) Na-benzyloxvcarbonyl-L-glm^ 
leucvl-L-arginyl-L-prolyl-N-ethylamide 

A suspension of 1.46 g of Na-benzyloxycarbonyl-Z-glutaminyl-Z-tryptophyl-Z-seryl-Z- 
tyrosyl hydrazide (Ex. 2e) in 30 cm 3 dimethylformamide is cooled to 0°C under agitation 
and treated with 3.3 cm 3 of 3.64N hydrochloric acid in tetrahydrofiiran. The solid 
becomes dissolved. The solution is then cooled to -25°C and treated with 0.31 cm 3 of 
isopentyl nitrite. The mixture is agitated between 0 and -21°C for two and a half hours 
and then treated with 1.96 cm 3 triethylamine and then with the D-tryptophyl-Z-leucyl-Z- 
arginyl-L-prolyl-N-ethylamide hydrochloride above, 1.27 g, in the form of a solid 
introduced by rinsing with 12 cm 2 [sic] dimethylformamide. The mixture is agitated at 
-25°C and then left to warm gradually to 0°C over one hour and left to stand at room 
temperature for twenty-four hours. The solution is filtered and the filtrate is evaporated at 
50°C under negative pressure. The residue is dissolved in 25 cm 3 methanol, and warm 
ethyl acetate (15 cm 3 ) is added slowly until the solution is cloudy, methanol is added to 
clarify the solution, then anhydrous ethyl oxide (5 cm 3 ) is added and the solution is 
clarified again with a little methanol. After being left to stand overnight, a light brown 
solid separates and is isolated by filtration and washed with a little cold methanol. The 
solid is dissolved in warm methanol (40 cm 3 ) and the solution is treated with 0.5 g wood 
charcoal, filtered through a fine filter paper, and the filtrate concentrated at 40°C in an 
air stream in a small volume (15 cm 3 ). A small quantity of colored solid (15 mg) 
separates and is isolated by filtration; the filtrate is left to stand and evaporated slowly at 
20°C over two days to a small volume (5 cm 3 ) and the solid collected is isolated by 
filtration and washed with a little cold methanol (10 cm 3 ) then dried at 50°C under 
negative pressure to yield 280 mg of Na-ben2yloxycarbonyl-Z,-gIutaminyl»Z-tryptophyl- 
Z,-seiyl-L-tyrosyl-D-t^ 

[a] D 23 , -18.2° (c 1.02, DMF); ultraviolet in methanol U 290 E x } 80; A™ x 280.5 
98.0. 
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The filtrates and washing liquids collected with the above method are evaporated to 
dryness and the residue is dissolved in methanol (25 cm 3 ), ethyl acetate (10 cm 3 ), ether (5 

■5 'J 

cm ) and chloroform (15 cm ), and chromatographed on a 50 g silica gel column 
(prepared in 20% methanol, 80% chloroform) and the column is eluted with a 20:80 
methanol-chloroform mixture and the fractions containing the desired product, as 
indicated by thin-layer chromatography, are combined and concentrated to a small 
volume and the product is precipitated in the solid state by adding ether. The solid is 
dissolved in methanol, the solution is concentrated with air to a small volume, and left to 
stand. The solid is dried at 50°C under negative pressure to give 450 mg of the same 
product as above [ot] D 23 -17.9° (c 1.015, DMF); ultraviolet in methanol 7^ 289.5, E, 1 
81.5 ?w 280 E, 1 99.5. 

Example 4 

Na-benzvloxycarbonyl-Z-glutaminyl-^ 
prolyl-N-ethylamide 

a) Na-benzyloxvcarbonyl-Z)-leucvl-L-leucine methyl ester 

A solution of 2.65 g of Na-benzyloxycarbonyl-£>-leucine (this substance is prepared by 
the same method as used by Grassman and Wunsch, Ber. 97, 462 [1968] for Z)Z-Ieucine; 
for Z-leucine, see Losse and Demuth, Ber., 94, 1762 [1961]. The substance is an oil as 
described for the enantiomer Na-benzyloxycarbonyl-Z-leucine. See also Farthing, J. 
Chem. Soc, 1950, 3213 andBergmann, H. Biol. Chem. 115, 593 [1936]) in 50 cm 3 
dimethylformamide is treated with 1.98 g Z-leucine methyl ester hydrochloride and 
cooled in an ice bath. The solution is treated with 1.4 cm 3 triethylamine then with 1.5 g 
1-hydroxybenztriazole and finally with 2.26 g dicyclohexylcarbodiimide. The mixture is 
agitated overnight, initially cooled by an ice bath and gradually warmed to room 
temperature, then for an additional twenty-four hours at room temperature. The mixture 
is filtered and the filtrate is evaporated. The residue is dissolved in ethyl acetate and the 
solution washed with IN hydrochloric acid, saturated sodium chloride solution, 5% 
sodium bicarbonate solution, and, once again, with saturated sodium chloride solution. 



THIS PAGE BUNK (uspto, 



29 



The vinyl acetate solution is separated and dried on magnesium sulfate, filtered, and 
evaporated. The crystalline residue is recrystallized from isopropyl oxide; [a] D 23 -5.3° (c 
2.06, methanol), melting point 70-82°C. 

b) D-leucyl-L-leucine methyl ester hydrochloride 

A 1.95 g solution of Na-benzyloxycarbonyl-D-leucyl-Z,-leucine methyl ester in 50 cm 3 
absolute methanol containing 2.08 cm 3 of 2.38N hydrochloric acid in methanol is treated 
with 250 mg of 10% palladium-on-carbon catalyst and shaken in a hydrogen atmosphere 
until thin-layer chromatography of samples of the solution indicates that the reaction has 
come to an end. The catalyst is eliminated by filtration and the filtrate is evaporated to 
dryness. The product is used without further purification. 

c) Na-benzvloxvcarbonyl-iL-d^^ 
methyl ester 

A 2.85 g solution of Na-benzyloxycarbonyl-I-glutam^ 

hydrazide (Ex. 2e) in 80 cm 3 dimethylformamide is cooled to -20°C and treated with six 
equivalents (8.85 cm 3 ) of 2.645N hydrochloric acid in tetrahydrofuran. The solution is 
then treated with 0.81 cm 3 isopentyl nitrate and agitated at -20°C for 30 minutes. The 
mixture is cooled to -25°C and treated with 3.8 cm 3 , seven equivalents, triethylamine, 
then with 1.3 g Z)-leucyl-Z-leucine methyl ester hydrochloride in 10 cm 3 
dimethylformamide, cooled to 5°C. The flask is rinsed with a little dimethylformamide 
which is also added to the reaction mixture. This mixture is then agitated at -20°C for 
half an hour in a salt-ice bath for three hours and left in the refrigerator at 3-5°C 
overnight. The mixture is then filtered and evaporated under negative pressure. The 
residue is ground with tetrahydrofuran and separated by decanting. The insoluble 
substance is suspended in dichloromethane and shaken with IN hydrochloric acid and 
separated by filtration. The solid is washed with dichloromethane and dried under 
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negative pressure; [ot] D 23 -22.6° (c 1.01, DMF); ultraviolet in methanol; 289.5 E } 1 
57.7; ^280 E/ 75.8. 

d) Na-Z-glutaminvl-Z-tiypto hydrazide 
A 3.6 g solution of Na-L-glutaminyl-Z-trypto^ 

methyl ester in 60 cm 3 dimethylformamide and 20 cm 3 methanol is treated with 3.6 cm 3 
hydrazine hydrate and left to stand at room temperature for three days. The precipitated 
gel is destroyed and the mixture is filtered. The solid is washed in methanol, then 
suspended in 200 cm 3 ether for three hours, separated by filtration, and dried under 
negative pressure. The following is found for the product: [a] D 23 -14.3° (c 1.0, DMF); 
ultraviolet in methanol: X nmx 289.5 E x l 56.5; 280 E, 1 74.0. 

e) Na-benzyloxycarbonvl-Z-dutaminvl^ 
L-arginyl-L-prolyl-N-ethvlamide 

A 2.2 g solution of Na-benzyloxycarbonyl-Z-glutaminyK 

D-leucyl-L-leucyl hydrazide in 90 cm 3 dimethylformamide is cooled to 20°C and treated 
with 5.94 cm 3 of 2.28N hydrochloric acid in tetrahydrofuran. The solution is then treated 
with 0.49 cm 3 isopentyl nitrite and agitated for thirty minutes at -20°C, cooled to -25°C, 
and treated with 1.88 cm 3 triethylamine and then with 835 mg I-arginyl-Z-prolyl-N- 
ethylamide hydrochloride (Ex. 1.1). The mixture is agitated at -20°C for thirty minutes 
and for three hours in a salt-ice bath, then left to stand overnight at 0-5°C. The mixture is 
then filtered and evaporated under negative pressure at 40-50°C The residue is ground 
with 150 cm 3 tetrahydrofuran, separated by decanting, and the residue dissolved in 30 
cm 3 methanol and added dropwise to 250 cm 3 ethyl acetate with agitation. The mixture is 
left to stand at 0-5°C for three days and is then filtered. The solid product is suspended in 
200 cm ether, agitated for two hours, and separated by filtration. A white powder results. 
The product is further purified by silica gel chromatography in a 
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chloroform:methanol:water (60:45:5) mixture, and the fractions are analyzed by thin- 
layer chromatography. An essentially homogenous substance is found with a small 
number of initial fractions of eluate. The fractions chosen are agitated with 100 cm 3 of 
water, and 4N hydrochloric acid is added until the test paper exhibits an acid reaction, 
and 300 cm 3 methanol is added. The mixture is partially evaporated with a glass filter 
pump to eliminate the methanol and then freeze-dried, giving Na-benzyloxycarbonyl- L- 
glutaminyl-I-tiyptophyl-Z-se 

ethylamide hydrochloride; [a] D 23 -31.4° (c, 1.029, DMF); ultraviolet in methanol: 
289.5 E x l 44.6; )U 280 E x l 58.4. 

Example 5 

Na^butoxycarbonvl-O-benzYl-L^ 

Z-leucil-Z-arginyl-Z-proline-N-ethylamide 

a) Na-benzvloxvcarbonvl-Z-tryptophvl-Z-serine methyl ester 

L-serine methyl ester hydrochloride, 5 g, is dissolved in 75 cm 3 dimethylformamide and 
the solution is cooled in an ice bath. 4.9 cm 3 triethylamine then 1 1.9 g 
Na-benzyloxycarbonyl-Z-tryptophan, 5.25 g 1-hydroxybenztriazole, and finally 8.0 g 
dicyclohexylcarbodiimide are added. The mixture is agitated with cooling in the ice bath 
overnight, the temperature is allowed to rise to room temperature, and agitation is 
continued for an additional twenty-four hours at room temperature. The mixture is 
filtered and the solid is washed with dimethylformamide. The filtrate is evaporated under 
negative pressure and the residue is dissolved in ethyl acetate and washed with dilute 
hydrochloric acid, with a saturated salt solution, three times with a 5% sodium 
bicarbonate solution, with a saturated salt solution, and finally with water. The ethyl 
acetate solution is then dried on magnesium sulfate and evaporated. The residue is 
crystallized from 250 cm 3 benzene and then from ethyl acetate and petroleum ether; 12.5 
g; melting point 133-135°C; [a] D 23 -12.4< (c 2, methanol); ultraviolet in methanol 
290 E x l 1 15; ^281 E x l 131; 274 E x x 122. 
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b) Na-benzvloxvcarbonvl-Z-tryptophvl-Z-servi hydrazide 

Methyl ester, 12.3 g, is dissolved in 180 cm 3 methanol and treated with 8 cm 3 hydrazine 
hydrate. The mixture is left to stand at room temperature overnight and filtered. The solid 
product is washed with cold methanol, boiled with 400 cm 3 methanol, and hot-filtered; 
8.33 g, melting point 176-178°C; [<x] D 23 -18° (c 2.2, DMF); ultraviolet in methanol ?W 
290 Ej 1 117; 2W281E, 1 134; A TOax 274E 1 1 125. 

c) Na-benzvloxvcarbonvl^-trvptophvl-L-seryl^-tvrosine methyl ester 
Nqt-benzyloxycarbonyl-I-tryptophyl-L-seryl hydrazide, 9.9 g (22.5 mmol) is dissolved in 
150 cm 3 of "spectrograde" dimethylformamide and cooled to -20°C The cold solution is 
treated with 5 1 cm 3 of 2.34N hydrochloric acid in tetrahydrofuran and with 4.7 cm 3 of 
isopentyl nitrite (90%) and is agitated at -20°C for half an hour. The solution is then 
cooled to -25°C and treated with 20.45 cm 3 triethylamine and with 5.74 g L-tyrosine 
methyl ester hydrochloride. The mixture is then left to stand between 0 and 5°C 
overnight and is filtered The solvents are eliminated under negative pressure. The 
residue is dissolved in ethyl acetate and washed with 0. IN hydrochloric acid, saturated 
salt solution, 5% sodium bicarbonate solution, and saturated salt solution. The ethyl 
acetate is dried and evaporated. The residue is treated in ethanol and crystallization is 
carried out by cooling and scraping for forty-eight hours. The product is separated in a 
funnel and washed with ethanol; 8g. The ethanol liquors give a second yield of 1.95 g; 
[<x] D 25 -5.8° (c 1.04, DMF); ultraviolet in methanol ^ 290 Ej 1 94.4; ^ 279 E, 1 124. 

d) Na-benzvloxvcarbonvl-Z-tryptophvl-L-servl-Z-tyrosyl hydrazide 

Methyl ester, 4.5 g, is dissolved in 50 cm 3 methanol and treated with 4.5 cm 3 hydrazine 
hydrate. The mixture is left to stand at room temperature for 48 hours. The precipitated 
product is separated by filtration and washed in methanol. The wet solid is suspended at 
150 cm 3 ether for two hours and separated by filtration; 4. 18 g; melting point 226-229°C; 
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[a] D 23 -15.6°C. (c 1.01, DMF); ultraviolet in methanol ol 289.5 E, 1 92.6; 280 
Ei 1 122. 

e) Na-benzvloxvcarbonvl-D-phenylalanvl-Z-leucine methyl ester 

A solution of 6.65 g of Na-benzyloxycarbonyUD-phenylalanine (0.022 mol) and 4.38 g 
(0.022 mol) of Z-leucine methyl ester hydrochloride in 60 cm 3 of "spectrograde" 
dimethylformamide is cooled (2.24 g). 1-Hydroxybenztriazole, 3.3 g, and 
dicyclohexylcarbodiimide, 5 g, are added, and the mixture is agitated overnight at room 
temperature and for a further 24 hours at room temperature. The mixture is filtered and 
the solvent is evaporated under negative pressure. The residue is dissolved in 200 cm 3 
ethyl acetate and washed with 0. IN hydrochloric acid, saturated salt solution, 5% sodium 
bicarbonate solution, saturated salt solution, and water. The ethyl acetate solution is dried 
on magnesium sulfate, filtered, and evaporated to a crystalline residue. The product is 
recrystallized twice from ethyl acetate and petroleum ether; 7.3 g; melting point 125- 
126°C; [a] D 23 -20.3° (c 1.02, methanol). 

f) D-phenylalanyl-L-leucine methyl ester hydrochloride 

A solution of 7 g (0.016 mol) of Na-benzyloxycarbonyl-D-phenylalanyl-Z-leucine methyl 
ester in 120 cm 3 methanol is treated with 6. 12 cm 3 of 2.680N hydrochloric acid in 
methanol and reduced with hydrogen and 500 mg of 10% palladium-on-carbon catalyst at 
atmospheric pressure. The reaction is tracked by thin-layer chromatography. The mixture 
is filtered to separate the catalyst and the solution is evaporated; 4.5 g in the form of a 
glass; [a] D 23 -82.5° (c 1.02, methanol). 
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g) Na-benzyloxvcarbonyl-Z-trvptophvl^ 
methyl ester 

A solution of 8.5 g (0.014 mol) of Na-benzyloxycarbonyl-L-ttyptophyl-Z-seryl-Z-tyrosyl 
hydrazide in 150 cm 3 dimethylformamide is cooled to -20°C and treated with 34.4 cm 3 of 
2.56N hydrochloric acid in tetrahydrofiiran and then with 2.68 cm 3 isopentyl nitrite. The 
mixture is agitated at -20°C for half an hour, cooled at -25°C, and treated with 13.73 cm 3 
triethylamine; 4.90 g of D-phenylalanyl-Z-leucine methyl ester hydrochloride is added. 
The mixture is agitated at -20°C for thirty minutes, between -20 and -10°C for fifteen 
minutes, for three hours in a salt-ice bath, and overnight at between 0 and 5°C. The 
reaction mixture is filtered through sintered glass and the filtrate is evaporated under 
negative pressure. The residue is dissolved in ethyl acetate and washed with 0.5N 
hydrochloric acid, saturated salt solution, 5% sodium bicarbonate solution, saturated salt 
solution, and finally with water. The solution is dried on magnesium sulfate, and filtered, 
and the solvent is evaporated. The residue is crystallized from 125 cm 3 methanol. The 
product is suspended in 200 cm 3 ether for 2 hours, separated by filtration, and dried; 6.25 
g; melting point 221-223°C; [a] D 23 -21° (c 1.01, DMF); ultraviolet in methanol 
289.5 Ej 1 66.5; 280 E^ 86.5. 

h) Z-trvptophyl-Z,-seryl-i>-phenvlalanvl-Z-leucine methyl ester 
Na-benzyloxycarbonyl-Z-trypto 

ester, 6.0 g, is dissolved in 140 cm 3 absolute methanol and 800 mg of 20% palladium-on- 
carbon catalyst is added. The mixture is reduced in a hydrogen atmosphere and tracked 
by thin-layer chromatography. The catalyst is eliminated by filtration using a filter aid 
(Super-Cel). The solvent is evaporated to leave a solid residue which is dried under 
negative pressure and used without further treatment. 
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i) Ng^butowcarbonvl-O^ 
L-leucine methyl ester 

Z-tryptophyl-Z-seryl-Z«tyrosyl-D-phenylalanyl-L-leucine methyl ester, 1.53 g, is dissolved 
in 35 cm 3 dimethylformamide; the solution is cooled in ice, and is treated with 620 mg 
Na-r-butoxycarbonyl-O-benzyl-L-serine, 31 1 mg of l-hydroxybenztriazole, and 475 mg 
dicyclohexylcarbodiimide (10% excess). The mixture is agitated overnight at room 
temperature. The mixture is filtered and the filtrate is evaporated under negative 
pressure. The residue is dissolved in 500 cm 3 ethyl acetate and washed with 0. IN 
hydrochloric acid, saturated salt solution, 5% sodium bicarbonate solution, saturated salt 
solution, and water. The ethyl acetate solution is dried on magnesium sulfate and 
evaporated. The residual solid substance is dried under negative pressure; 2.29 g; melting 
point 200-202°C; [a] D 23 -19.5° (c 1.03, methanol); ultraviolet in methanol 289.5 E, 1 
52; A-max 280 68. 

i) n a ^butoxvcarbonvl-0-benzvl^ 
leucyl hydrazid e 

The above methyl ester, 2.1 g, is dissolved in 35 cm 3 methanol and 2 cm 3 hydrazine 
hydrate is added. The mixture is left to stand at room temperature for two days, then 
filtered and the solid substance is ground with ether for one hour. The product is 
separated by filtration and dried under negative pressure; 1.35 g; melting point 200- 
203°C; [a] D 23 -1 1.6° (c 1.0, DMF); ultraviolet in methanol ^ 289.5 E/ 57; 280 
E/74.5. 
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k)Na^butoxvcarbonvl-Q-benzvl-Z-^ 
I-leucyl-Z-arRinvl-L-proline-N-ethylamide 

Na^butoxycarbonyl-O-benzyl-L-seiyl-Z-^ 

leucyl hydrazide, 1.21 g (1.18 mmol) is dissolved in 40 cm 3 "spectrograde" 
dimethylformamide and the solution is agitated and cooled to -20 °C. Hydrochloric acid 
in tetrahydrofuran, 2.89 cm 3 of 2.45N solution, is added, followed by 0.22 cm 3 of 
isopentyl nitrite (90%). The solution is agitated for 30 minutes at -20°C, treated with 1.0 
cm of redistilled triethylamine, then with 435 mg of Z,-arginyl-Z-proline-N-ethylamide 
hydrochloride. The mixture is agitated between -20 and -15°C for 45 minutes and then at 
the temperature of the ice bath for three hours and left to stand overnight in a refrigerator 
between 0 and 5°C. The reaction mixture is filtered and the filtrate is evaporated under 
negative pressure. The residue is ground with 150 cm 3 tetrahydrofuran and then dissolved 
in 20 cm 3 methanol and the solution is poured dropwise, with agitation, into 200 cm 3 
ethyl acetate. When left to stand overnight at 0°C, the mixture deposits a brown gum, 480 
mg. The solution is decanted and evaporated to give a white solid. The product is 
precipitated from methanol with ether to give 730 mg of additional product which is 
combined with the above 480 mg and chromatographed on silica gel in chloroform- 
methanol (60:45). The separation is tracked by thin-layer chromatography. The combined 
fractions are dissolved in 20 cm 3 methanol and decolorized with charcoal, and filtered 
using a filter aid. The filtrate is evaporated to 5 cm 3 approximately and treated with 100 
cm 3 water. The solution is adjusted to pH 4 with IN hydrochloric acid, frozen, and 
freeze-dried to give 960 mg of product which gives the following analytical results for 
1.5 HC1.3H 2 0: [a] D 23 -58° (c 1.02, methanol); ultraviolet in methanol Ji^ 289.5 E x l 
43.4; ^280 Ex 1 56.5. 
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Example 6 

Na-benzvloxycarbo^ 

Z-seryl-L-arginvl-Z-prolineN-ethylamide 

a) n a -benzyloxycarbonvl^^ methyl 
ester 

I-tryptophyl~L-seryl-L-t^ methyl ester (Ex. 5, h), 1.53 g, is 

dissolved in 35 cm 3 dimethylformamide and the solution is cooled in ice. Net- 
benzyloxycarbonyl-O-benzyl-Z-serine, 691 mg, is added, with 31 1 mg 1- 
hydroxybenztriazole and 475 mg dicyclohexylcarbodiimide. The mixture is agitated 
overnight at room temperature and an additional 24 hours at room temperature. The 
mixture is filtered and the filtrate is evaporated under negative pressure. The residue is 
dissolved in 500 cm 3 ethyl acetate and washed with 0.5N hydrochloric acid, saturated salt 
solution, 5% sodium bicarbonate solution, saturated salt solution, and finally water. The 
solution is dried on magnesium sulfate and evaporated. The residue is dried under 
negative pressure; 1.92 g; [a] D 23 -13.2° (c, 1.03, DMF); ultraviolet in methanol ^ 
289.5 E/ 52.5; X max 280 E^ 69. 

b) Nq-benzvloxvcarbonvI-O-benzyl^ 
phenylalanyl-Z-leucvl hydrazide 

The methyl ester of (a), 1.75 g, is dissolved in 40 cm 3 dimethylformamide and treated 
with 2.5 cm 3 hydrazine hydrate. After 2.5 hours at room temperature, 15 cm 3 methanol is 
added and the reaction is continued overnight at room temperature. The methanol is 
evaporated by elimination and the solution is diluted with 80 cm 3 isopropanol. The 
mixture is left to stand overnight at room temperature and the precipitate is separated by 
filtration, ground with ether, and dried under negative pressure; 1.3 g; melting point 240- 
242°C. dec. [a] D 23 -31.2° (c 0.895, DMF); ultraviolet in methanol 290 E, 1 52.5; 3^ 
280 E, 1 68.7. 
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c) Na-benzyloxvcarbonyl-O-ben^ 
leucyl-Z,-arginyl-Z,-proline N-ethylamide 

Na-benzyloxycarbonyl-O-benzyl-Z-seryl-L-tryptophyl-^ 

leucyl hydrazide, 1.15 g (1.08 mmol) is dissolved in 45 cm 3 dimethylformamide and the 
solution is cooled to -20°C. Six equivalents, 2.64 cm 3 , of 2.45N hydrochloric acid in 
tetrahydrofuran are added, followed by 0.22 cm 3 isopentyl nitrite. The mixture is agitated 
for thirty minutes at -20°C, cooled to -25°C, and treated with 0.9 cm 3 triethylamine (six 
equivalents). L-arginyl-Z-proline-N-ethylamide hydrochloride, 400 mg, is added and the 
mixture is agitated at -20°C for thirty minutes and between -20 and -10°C for fifteen 
minutes, cooled in an ice-salt mixture for three hours, and stored at between 0 and 5°C 
overnight. The reaction mixture is filtered and the solvent is evaporated under negative 
pressure. The vitreous residue is ground with tetrahydrofuran cold and the solvent is 
decanted. The residue is dissolved in 25 cm 3 methanol and the solution is poured 
dropwise into 250 cm 3 ethyl acetate, with agitation. The suspension is stored cold for two 
days and filtered. The product is dried under negative pressure; 920 mg. Additional 
material is obtained from precipitation liquors by evaporation and reprecipitation in 
ether; 550 mg. The product is further purified by silica gel chromatography in 
chloroform-methanol (60:45). The fractions eluted in the column are examined by thin- 
layer chromatography (silica in chloroform-methanol-water (60:45:10)). The combined 
fractions are dissolved in 20 cm 3 methanol, and decolorized with 450 mg charcoal and 
the solution is evaporated to 5 cm 3 and diluted with 75 cm 3 water. The solution is frozen 
and freeze-dried to give 840 mg Na-benzyloxycarbonyl-O-benzyl-L-seryk-L-tryptophyl- 
L-seryl-L-tyrosyl-D-phenylalanyl-Z-arginyl-Z-proline-N-ethylamide hydrochloride; 
analysis indicates 1.5 HC1.2H 2 0; [ot] D 23 -56.2° (c 1.0, methanol); ultraviolet in methanol 
U 290 Ei 1 42.1; ^ 280 E, 1 54.7. 
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Example 7 

Na-benzvloxYcarbonyl-^ 
L-leucvl-L-argihyl-Z-proline-N-ethvIamide 

a) Na-benzyloxvcarbonyl-L-gluto^ 
threophenylserine cyclohexyl ester 

ZMhreophenylserine cyclohexyl ester is prepared by doubling DL-threophenylserine 
cyclohexyl ester by fractional crystallization of pyroglutamic acid salt as described by 
Alberti et al., Gazz. chem. ItaL, 83, 930 (1953). 

Na-benzyloxycarbonyl-L-glutam^^ hydrazide, 3.0 g 

(powdered) (Example 2, e) is suspended in 80 cm 3 dimethylformamide and agitated at 
room temperature for thirty minutes. The suspension is cooled to -20°C and treated with 
8.64 cm 3 of 2.85N hydrochloric acid in tetrahydrofuran and agitated for thirty minutes. 
Isopentyl nitrite, 0.86 cm 3 , is added and the mixture is agitated at -20°C until it dissolves 
(one hour). Triethylamine, 3.43 cm 3 , and 1.0 g D-threophenylserine cyclohexyl ester are 
added. The mixture is agitated for thirty minutes at -20°C and three hours at the 
temperature of the ice bath, and stored overnight at 0°C. The mixture is filtered and the 
filtrate is evaporated under negative pressure to give 3.59 g of solid product: [ot] D 23 -15.5° 
(c 1.01, methanol); ultraviolet in methanol X imx 289.5 E^ 56.8; 280 Ej 1 74.6. 

b) Na-benzyloxycarbonvl-L-glutaminyl^ 
threophenylseryl hydrazide 

The ester of (a), 3 25 g, is dissolved in 30 cm 3 dimethylformamide and treated with 3 cm 3 
hydrazine hydrate. The mixture is left to stand overnight, diluted with an equal volume of 
ethanol, and left to stand for a further night. The mixture is filtered, the solid material is 
ground with ether for three hours and separated by filtration; 2.75 g; melting point 226- 
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227°C; [a] D 23 -2.8° (c 1.01, DMF) ultraviolet in methanol 289.5 E, 1 59.1; K** 280 

c) Na-benzyloxvcarbonvl-Z,-glutaminvl-L4r^ 
threophenylseryl-I-leucine methyl ester 

The hydrazide of (b), 2.67 g, is dissolved in 80 cm 3 dimethylformamide and the solution 
is cooled to -20°C. Six equivalents of hydrochloric acid, 6.55 cm 3 of 2.73 5N solution in 
tetrahydrofuran, are added followed by 0.63 cm 3 isopentyl nitrite. The mixture is agitated 
at -20°C for thirty minutes, cooled to -25°C, and treated with 2.91 cm 3 (seven 
equivalents) of triethylamine and then with 0.66 g of L-leucine methyl ester 
hydrochloride. The mixture is agitated at -20°C for thirty minutes while being cooled by 
a salt-ice mixture for three hours and is stored overnight at 0-5°C The mixture is filtered 
and the filtrate is evaporated under negative pressure. The residue is suspended in 200 
cm dichloromethane and stored in the refrigerator. The suspension is shaken in about 70 
cm 3 water and filtered through a sintered glass funnel. The solid substance is dried under 
negative pressure; 2.55 g in the form of a monohydrate; melting point 228-235°C; [a] D 23 
■4.4° (c 1, MDF); ultraviolet in methanol U 289.5 E x x 57.5; ^ 280 E x ] 75.2. 

d) Na-benzvloxvcarbonvl-Z-glutaminyl-L^ 
threophenylseryl-L-leucyl hydrazide 

The methyl ester (c), 2.45 g, is dissolved in 25 cm 3 dimethylformamide, treated with 2.4 
cm 3 hydrazine hydrate, and left to stand at room temperature for three days. The solvent 
is evaporated and the residue is ground with 50 cm 3 absolute methanol, cooled for 
several hours and separated by filtration. The solid substance is then ground with 150 
cm 3 ether, separated by filtration, and dried under negative pressure; 1.66 g. A second 
yield, 0.51 g, is obtained from methanol liquors by evaporating the solvent and grinding 
the residue with ethanol and then with ether. The combined substance is boiled with 50 
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cm 3 absolute methanol, cooled and filtered; 1.82 g; [a] D 23 -5.3° (c 1.015, DMF); 
ultraviolet in methanol U 289.5 E x l 56.0; 280 E } 1 73.2. 

e) Na-benzyloxycarbonyl-X-glutami 
threophenvlservl-L-leucyl-Z-arginvl-L-proline N-ethylamide 

Na-benzyloxycarbonyl-Z-glutaminyl-Z-^ 

Z,-leucyl hydrazide, 1.7 g (1.7 mmol) is dissolved in 80 cm 3 dimethylformamide and the 
solution is cooled to -20°C. Six equivalents of hydrochloric acid, 3.76 cm 3 of 2.53N 
solution in tetrahydrofuran, are added followed by 0.33 cm 3 isopentyl nitrite. The mixture 
is agitated at -20°C for thirty minutes, cooled to -25°C, and treated with 1.33 cm 3 (six 
equivalents) of triethylamine. L-arginyl-L-proline N-ethylamide hydrochloride, 580 mg 
(1.7 mmol) is added and the mixture is agitated at -20°C for thirty minutes, between -20 
and -10°C for fifteen minutes, three hours in a salt-ice bath, and stored overnight between 
0 and 5°C. The mixture is filtered and the filtrate is evaporated under negative pressure. 
The residue is ground with 150 cm 3 tetrahydrofuran for two hours under cold conditions 
and the solvent is decanted. The residue is dissolved in 20 cm 3 methanol and the solution 
is poured dropwise into 200 cm 3 ethyl acetate with agitation. The mixture is kept cold for 
several days and filtered. The product is dried under negative pressure, 2. 1 1 g, and 
chromatographed on silica gel in a chloroform-methanol (60:45) mixture. The eluate 
fractions are tracked by thin-layer chromatography on silica with a chloroform-methanol- 
water (60:45:10) mixture. The combined fractions are evaporated to give 1.8 g of 
product. The product is dissolved in 30 cm 3 methanol and precipitated by pouring 
dropwise into 250 cm 3 ethyl acetate. The mixture is kept cold overnight, and filtered, and 
the solid product is dried under negative pressure; 1.2 g of Na-benzyloxycarbonyl- 
glutaminyl-Z-tryptophyl-Z-sety^ 

proline N-ethylamide hydrochloride, giving on analysis for 1.5 HC1.3H 2 0: [<x] D 23 -17.2 (c 
1.03, DMF); ultraviolet in methanol 289.5 E x l 40.6; ^ 280 E x l 53.0. 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



42 



Example 8 

Na-benzyloxycarbonyl-Z-glut^ 
arginyl-L-proline N-ethylamide 

a) Na-^utoxvcarbonyl-D-valvl-Z^eucyl-Z-arginyl-Z-proline N-ethvlamide 

Na-^utoxycarbonyl-D-valyl-Z4eucyl-Z-arginyl-Z-proline N-ethylamide hydrochloride is 
prepared from 3.8 g (6.5 mmol) of Na-benzyloxycarbonyl-I-leucyl-Z-arginyl-L-proline 
N-ethylamide hydrochloride by elimination of the protective group by the hydrogenation 
technique as described in Example 2, to give 2.9 g (6.5 mmol) of ZMeucyl-L-arginyl-Z- 
proline N-ethylamide dihydrochloride in the form of a solid vitreous substance. This 
substance is dissolved in 25 cm 3 dimethylformamide and treated with 2.2 g (6.5 mmol) of 
Na-r-butoxycarbonyl-Z)-valine p-nitrophenyl ester. The mixture is left to stand at room 
temperature for four days, then evaporated to dryness under negative pressure. The 
residue is dissolved in 10 cm 3 methanol and the product is precipitated by addition of 50 
cm 3 anhydrous ether. The solid product is purified by silica gel chromatography with a 
toluene-methanol (70:30) mixture; 1.1 g; [<x] D 23 -53.5° (c 1.0, methanol). 

Na-f-butoxycarbonyl-Z)-valine p-nitrophenyl ester is prepared from 5 g (24 mmol) Na- 
-/-butoxycarbonyl-Z)-valine, 4.8 g (24 mmol), dicyclohexylcarbodiimide, and 3.4 g (24 
mmol) p-nitrophenol dissolved in 25 cm 3 dimethylformamide and the solution is left to 
stand at room temperature overnight. The solids are separated by filtration and the filtrate 
is evaporated to dryness under negative pressure. The residual oil is purified by silica gel 
chromatography in a methanol-benzene (5:95) mixture; 5 g; [<x] D 23 +21° (c 1.0, 
methanol), ultraviolet in methanol 270 E^ 204. 
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b) Na-benzyloxvcarbonYl-Z-gfa 
L-arginyl-Z-proline N-ethylamide 

Not-benzyloxycarbonyl- Z-glutaminyl-Z-tryptophyl-I-seryl-Z-tyrosyl hydrazide (see 
Example 2, e); 1.3 g (1.7 mmol) is dissolved in dimethylformamide, 10 cm 3 , and the 
solution is cooled to -20°C Hydrochloric acid is added in tetrahydrofuran, 4 cm 3 (10 
mmol) of 2.5N solution and then 0.2 g (1.8 mmol) of isopentyl nitrite. The mixture is 
agitated between -10 and -15°C for one hour, after which the temperature is lowered to - 
60°C. Triethyiamine (1.2 g, 1 1 mol) is then added, followed by Z)-valyl-Z-ieucyl-Z,- 
arginyl-L-proline N-ethylamide (prepared by treating hydrochloride corresponding to Na- 
/-butoxycarbonyl-D-valyl-Z-leucyl-Z-arginyl-Z-proline N-ethylamide, 1.1 g, with4N 
hydrochloric acid in 10 cm 3 dioxane for one hour and precipitation of the hydrochloride 
with ether. The hydrochloride is rinsed with ether and utilized without fiirther 
purification) in 5 cm 3 dimethylformamide. The mixture is left to stand at 0°C for 
nineteen hours. It is then filtered and the solids are rinsed with 10 cm 3 
dimethylformamide. Evaporation of the filtrates under negative pressure gives the crude 
product in the form of a brown gum. The gum is dissolved in 5 cm 3 methanol and the 
solution is poured dropwise into 500 cm 3 of a 1:1 ethyl acetate-ether mixture under 
agitation. The solid substance is collected by filtration and rinsed with ether. 
Precipitation is repeated a total of three times. Thin-layer chromatography on silica with 
a 60:30:10 chloroform-methanol-acetic acid (32%) mixture shows that the product is 
accompanied by two major impurities. The product is further purified by chromatography 
on a silica gel column with a 70:30:5 chloroform-methanol-acetic acid (32%) mixture. 
Repeated chromatography is necessary to separate the product; [a] D 23 -38.6° (c 1.01, 
methanol); analyzed for 1.5 HC1.3.5H 2 0; ultraviolet in methanol ^ 289 Ei 1 46.8; Jl^ 
280 E, 1 59.8. 
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Example 9 

Na-berL^loxvcarbonyl^ 

phenvlalanyl-Z-leucvl-L-arginyl--Z-proline N-ethylamide 

a) Na-benzvloxvcarbonyl-Nv4)enzy^ 
phenylalanyl-Z-leucine methyl ester 



I-tryptophyl-I-seryl-Z-tyrosyl-D-phenylalanyl-Z-leucine methyl ester, 1.53 g (Example 5, 
h) is dissolved in 35 cm 3 of "spectrograde" dimethylformamide and the solution is cooled 
in an ice bath. Ny-benzyloxycarbonyl-Na-benzyl-L-glutamine, 777 mg, 1- 
hydroxybenztriazole, 311 mg, and dicyclohexylcarbodiimide, 475 mg, are added; left to 
stand for twenty hours at room temperature overnight and for twenty hours at room 
temperature. The mixture is filtered and the filtrate evaporated under negative pressure 
and the residue is shaken with 600 cm 3 ethyl acetate and 0. IN hydrochloric acid. The 
solid substance is separated by filtration, washed with water, and dried in air under 
negative pressure; 1.68 g; [ot] D 23 -14° (c 1.035, DMF); ultraviolet in methanol 289.5 
51.4; Ymax 280 E, l 67. 1 



Na-ben2yloxycarbonyl-Ny-benzyl-L-glutamine has been prepared by Gibian and Klieger, 
Ann., 640, 145(1961). 

b) Na-benzyloxYcarbonyl-Ny-benzyU 
phenylalanyl-Z-leucyl hydrazide 

Methyl ester (a), 2.3 g, is dissolved in 35 cm 3 dimethylformamide and treated with 2.0 
cm 3 hydrazine hydrate. The mixture is left to stand at room temperature for three hours, 
diluted with 35 cm 3 absolute methanol, and left to stand at room temperature for twenty 
hours. The solution is evaporated to eliminate the methanol, the residual 



1 Sic. (here and below) should presumably be Translator. 
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dimethylformamide solution is treated with 35 cm 3 isopropanol and left to stand at room 
temperature for five hours. The precipitate is separated by filtration, ground with ether, 
separated by filtration, and dried under negative pressure; 1.78 g in the form of a 
monohydrate; melting point 245-249°C; [<x] D 23 -14.9° (c 1.035, DMF); ultraviolet in 
methanol 289.5 50.5; 280 66.0. 

c) Na-benzyloxycarbonyl-Nv-ben 
phenvlalanyl-Z-leucvl-L-arginvM-prolineN-ethvlamide 

Na-bemyloxycarbonyl-Ny-be^ 

leucyl hydrazide, 1.64 g (1.63 mmol) is dissolved in 40 cm 3 of "spectrograde" 
dimethylformamide and the solution is cooled to -20°C Six equivalents of hydrochloric 
acid, 3.65 cm 3 of 2.45 N solution in dihydrofuran, followed by 0.3 cm 3 of isopentyl 
nitrite are added The mixture is agitated at -20°C for thirty minutes, cooled to -25°C, 
treated with 1.25 cm 3 triethylamine, then with 500 mg L-arginyl-L-proline N-ethylamide 
hydrochloride. The mixture is agitated between -20 and -15°C for 45 minutes in an ice- 
salt bath for three hours and stored overnight at 0 to 5°C. The reaction mixture is filtered 
and the filtrate is evaporated under negative pressure. The residue is ground in 150 cm 3 
tetrahydrofuran and the solvent is decanted. The solid substance is dissolved in 20 cm 3 
methanol and the solution is poured dropwise into 200 cm 3 ethyl acetate. The mixture is 
cooled overnight, the solid is separated by filtration and dried under negative pressure; 
1.81 g. The product is further purified by suspending in 200 cm 3 water and agitating with 
200 cm ethyl acetate. The mixture is filtered and the solid substance is dissolved into 
250 cm warm methanol. The solution is decolorized with charcoal and evaporated to 
give a white solid which is dried under negative pressure; 1 . 1 g of Na- 
benzyloxycaibonyl-Ny-benzyl-Z^ 

phenylalanyl-L-leucyl-L-arginyl-Z-proline N-ethylamide hydrochloride, analysis for 1 
HC1.2.5H 2 0; [<x] D 23 -22.8° (c 1.02, DMF); ultraviolet in methanol 289.5 E x l 40.3; 
^ax 280 Ei 1 52.6. 
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The hydrochloride (above), 800 mg, is treated with 15 cm 3 of IN acetic acid, 10 cm 3 of 
4N acetic acid, and 35 cm 3 of methanol. Dowex 1 x 2 ion exchange resin is added in the 
acetate form, the mixture is shaken, and filtered through a sintered glass funnel. The 
filtrate is evaporated to eliminate the methanol and the residue is frozen and freeze-dried; 
650 mg of Na-benzyloxycarbonyl-Ny-ben^ 

tyrosyl-Z)-phenylalanyl-L-leucyH-arginyl-Z-proline N-ethylamide acetic acid salt, 
analysis for 1 CH 3 COOH.3 H 2 0 [a] D 23 -30° (c 1.015, DMF); ultraviolet in methanol 
289.5 Ei l 39.4; 280 E^ 51.6; negative test for ionic chlorine. 
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CLAIMS 



1. Octapeptide represented by the formula 

R r Trp-Ser-Tyr-R 2 -Leu-Arg-Pro-R 3 
and the corresponding salts where Ri is Z-Gln, Z-Gln (Bzl), Bhoc-Gln, Boc-His (bzl), Z- 
His (bzl), Boc-Ser (bzl), Boc-Pro, Z-Leu, Boc-Leu, Z-Tyr (bzl), Z-Ile, Boc-Cys (bzl), Z- 
Phe or Z-Ser (bzl), R 2 is D-Phe, D-Ala, D-Leu, D-Trp, D-Tyr, D-Tyr (Me), D-Ser, D-Met, 
D-Arg, D-Val, D-His, D-Gln, D-Phs, D-Thr, D-Pro, or D-Asn, and R 3 is NH 2 , NH (lower 
alkoyl), N(lower alkoyl) 2 , NH-benzyl, NHCH 2 CH 2 N (lower alkoyl) 2 or 
NHCH 2 CH 2 S0 2 NH-benzyl. 

2. Compound according to Claim 1, characterized by being chosen from Noc- 
benzyloxycarbonyl-Z-glutaminyl^ 
leucyl-Z-arginyi-L-prolyl-N-ethylamide and its salts. 

3. Compound according to Claim 1, characterized by being chosen from Not- 
benzyloxycarbonyl-Z-glutaminyl-L^ 
Z-arginyl-L-prolyl-N-ethylamide and its salts. 

4. Compound according to Claim 1, characterized by being chosen from Na- 
benzyloxycarbonyl-Z-glutammyl-L^ 
arginyl-Z,-prolyl-N-ethylamide and its salts. 

5. Compound according to Claim 1, characterized by being chosen from Not- 
benzyloxycarbonyl-Z-glutam^ 

arginyl-Z-prolyl N-ethylamide and its salts. 

6. Compound according to Claim 1, characterized by being chosen from Na-f- 
benzyloxycarbonyl-O-benzyl-Z-seryl-Z-^ 
leucyl-Z,-arginyl-Z,-proline N-ethylamide and its salts. 
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7. Compound according to Claim 1, characterized by being chosen from ^a- 
benzyloxycarbonyl-0-benzyl-Z,-seryL 

leucyl-Z-arginyl-Z-proline N-ethylamide and its salts. 

8. Compound according to Claim 1, characterized by being chosen from Na- 
benzyloxycarbonyl-Z-glutaminyl-L-t^ 
leucyl-I-arginyl-L-proline N-ethylamide and its salts. 

9. Compound according to Claim 1, characterized by being chosen from Na- 
benzyloxycarbonyl-Z-glutaminyl^ 

arginyl-Z-proline N-ethylamide and its salts. 

10. Compound according to Claim 1, characterized by being chosen from Not- 
benzyloxycarbonyl-Ny-benzyl-Z-gto 

phenylalanyl-Z-leucyl-L-arginyl-L-proline-N-ethylamide and its salts. 

1 1 . As a drug, octapeptide represented by the formula 

R r Trp-Ser-Tyr-R 2 -Leu-Arg-Pro-R 3 
and its salts, where R } is Z-Gln, Z-Gln (Bzl), Bhoc-Gln, Boc-His (bzl), Z-His (bzl), Boc- 
Ser (bzl), Boc-Pro, Z-Leu, Boc-Leu, Z-Tyr (bzl), Z-Ile, Boc-Cys (bzl), Z-Phe or Z-Ser 
(bzl), R 2 is D-Phe, D-Ala, D-Leu, D-Trp, D-Tyr, D-Tyr (Me), D-Ser, D-Met, D-Arg, D- 
Val, D-His, D-Gln, D-Phs, D-Thr, D-Pro, or D-Asn, and R 3 is NH 2 , NH (lower alkoyl), 
N(lower alkoyl) 2 , NH-benzyl, NHCH 2 CH 2 N (lower alkoyl) 2 or NHCH 2 CH 2 S0 2 NH- 
benzyl. 



12. Pharmaceutical composition containing a compound according to one of Claims 1 to 
10 as the active ingredient. 
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